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1 Einleitung 
1.1 Der ischämische Schlaganfall 
1.1.1 Epidemiologie 
Nach der ischämischen Herzkrankheit ist der Schlaganfall die häufigste Todesursache 
weltweit; 6,2 Mio. Menschen verstarben im Jahr 2015 in Folge eines Schlaganfalls (1). 
Täglich erleiden ca. 41 000 Menschen einen Schlaganfall, davon enden rund 25% tödlich 
(2, 3). Hinzu kommt, dass etwa die Hälfte aller, die einen Schlaganfall überleben, in ihrer 
Alltagskompentenz so beeinträchtigt sind, dass sie zeitweise oder dauerhaft auf Hilfe an-
gewiesen sind (2, 4). Der Schlaganfall ist nach der Demenzerkrankung weltweit die 
Hauptursache für dauerhafte Behinderung im Alter (2, 3). Nicht nur Ältere sind vom 
Schlaganfall betroffen, er gehört auch zu den 10 häufigsten Todesursachen im Kindesal-
ter (5). Am häufigsten betroffen sind Neugeborene, weitere Häufigkeitsgipfel sind das 
Vorschulalter und die Adoleszenz (5). Dies führt, neben dem persönlichen Schicksal der 
Betroffenen, zu erheblichen Kosten: Jährlich wird durch den Schlaganfall das europäische 
Gesundheitssystem mit rund 64 Milliarden Euro belastet (6). Dies verdeutlicht die sozio-
ökonomische Relevanz dieser Erkrankung. 
Gegliedert wird der Schlaganfall, je nach Ursache, in hämorrhagisch und ischämisch. Den 
größten Teil – etwa 87% der Fälle – macht der ischämische Schlaganfall aus (3). Die 
Hauptursachen sind Makroangiopathien, Mikroangiopathien und Thrombembolien (4). 
1.1.2 Zerebrale Durchblutung 
Verglichen mit allen anderen Organen des Körpers hat das Gehirn eine bemerkenswerte 
Blutversorgung: Da es eine geringe Ischämietoleranz hat, fließen dem Gehirn 15 – 20% 
des Herz-Minuten-Volumens zu (7). Nachdem es im Gehirn wenig Möglichkeiten gibt 
Sauerstoff, Elektrolyte und Nährstoffe für die Stoffwechselprozesse zu speichern, ist die 
Integrität des Gehirns – mehr als die aller anderen Organe – auf eine konstante Durchblu-
tung angewiesen (8). Sauerstoffreiches Blut fließt über die Aa. carotis internae und die A. 
basilaris, die sich auf der Ebene der Hirnbasis im sog. Circulus arteriosus Willisi vereinen, 
zum Gehirn. Von dort aus zweigen die großen hirnversorgenden Arterien (A. cerebri ante-
rior, media und posterior) ab. Sie verlaufen zunächst, von der Hirnbasis ausgehend, au-
ßen an der Hirnoberfläche entlang und tauchen von dort aus mit ihren Ästen in die Tiefe 
des Hirngewebes ein (9, 10). Das Gehirn setzt sich hiermit von der für andere Organe wie 
Leber oder Niere typischen „von innen nach außen“ Gefäßversorgung ab (9, 10). Diese 
besondere „von außen nach innen“ Versorgung des Hirns führt bei Gefäßverschluss zu 
den sog. Grenzzoneninfarkten bzw. Endstrominfarkten (4, 9, 11). Da die Endstromgebiete 
der Arterien in der Tiefe des Gehirns nicht ausreichend durch Kollateralen kompensiert 
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werden, sind einige Gebiete, beispielsweise das Caudatum und das Putamen, besonders 
anfällig für Durchblutungsstörungen (9, 12-14). Nach nur wenigen Minuten Minderversor-
gung treten irreversible Schäden auf (8). Das an Benjamin Franklins Zitat „Time is Money“ 
angelehnte Konzept „Time is Brain“ soll mit Hilfe von quantitativen Berechnungen kurz 
verdeutlicht werden: Basierend auf neurowissenschaftlichen Erkenntnissen zur durch-
schnittlichen Zellzahl und Volumen eines Gehirns sowie der durchschnittlichen Größe 
eines Infarktes und der dabei betroffenen neurologischen Strukturen gehen pro Minute 
Ischämiezeit 1,9 Mio. Neurone, 14 Mrd. Synapsen und 12 km Axonstrecke zugrunde (15). 
Verglichen mit der physiologischen Degeneration des Gehirns im Alter, altert das Gehirn 
durch einen Schlaganfall näherungsweise um etwa 36 Jahre (15). Das Zeitfenster, um 
nach arteriellem Verschluss zu handeln, ist daher eng. Es ist von essentieller Bedeutung, 
dass Diagnostik und Therapie zügig und zielführend ablaufen, um das funktionelle Out-
come und die Überlebenswahrscheinlichkeit von Schlaganfallpatienten zu verbessern.  
1.1.3 Therapieoptionen 
Mehr als 95% der Schlaganfallpatienten erhalten keine kausale Therapie (4). Das beruht 
u. a. auf dem engen therapeutischem Zeitfenster, den beschränkten Therapieoptionen 
und den zahlreichen Kontraindikationen (16). Die kausale Therapie des ischämischen 
Schlaganfalls stützt sich, laut den aktuellen Leitlinien der Deutschen Gesellschaft für Neu-
rologie (DGN), auf zwei Säulen: Die medikamentöse Thrombolyse mittels recombinant 
tissue plaminogen activator (rtPA) und die mechanische endovaskuläre Rekanalisations-
therapie mittels Katheter (17, 18). Beide Verfahren werden von der DGN in einem engen 
Zeitfenster von 4,5 h bzw. 6 h nach Symptombeginn empfohlen. Die endovaskuläre Re-
vaskularisation mittels Katheter ist laut Leitlinien bei langstreckigen Verschlüssen im pro-
ximalen Gefäßverlauf oder bei absoluten Kontraindikationen zur systemischen Lyse sinn-
voll (4, 17, 18). Für die größtmögliche Sicherheit, das geringste Blutungsrisiko und das 
beste Outcome ist eine Rekanalisation innerhalb von 3 h nach Symptombeginn optimal 
(19, 20). Diese Zeit ist schwer einzuhalten: Ist der genaue Zeitpunkt des Symptombeginns 
nicht bekannt, gilt der Zeitpunkt, an dem der Patient zuletzt symptomfrei war. Sind die 
Symptome beispielsweise morgens nach dem Erwachen vorhanden, zählt demnach die 
Zeit des zu Bettgehens als Beginn des Zeitfensters für die Therapie. Ferner noch kann die 
Symptomatik des Schlaganfalls selbst, wie Paresen oder Aphasien, die Patienten hindern 
den Notruf zu tätigen und somit das Zeitfenster für die kausale Therapie schließen. Auch 
die zahlreichen Nebenwirkungen und Kontraindikationen der Therapie sind zu beachten. 
So kann eine Thrombolyse mit rtPA bei einer oralen Antikoagulation oder bei zeitnah vo-
rausgegangenen Operationen kontraindiziert sein. Deshalb erhalten die meisten Patienten 
nur eine symptomatische Therapie wie Antikoagulation, Optimierung der Vitalparameter, 
krankengymnastische bzw. logopädische Beübung und ggf. die Behandlung eines erhöh-
ten intrakraniellen Drucks (ICP) (4). Der Schlaganfall ist ein medizinischer Notfall, der auf-
grund des engen Zeitfensters und der schwerwiegenden Konsequenzen zügig diagnosti-
ziert und therapiert werden muss. Daher ist bereits bei Verdacht auf Schlaganfall eine 
Einweisung in spezielle Zentren mit Stroke-Units notwendig. Und doch stehen den Spe-
zialisten in der Akutsituation nur die oben genannten, limitierten Behandlungsmöglichkei-
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ten zur Verfügung. Das verdeutlicht die Notwendigkeit der Erforschung der Pathophysio-
logie des Schlaganfalls, um mehr Patienten eine effektive Therapie anbieten zu können. 
1.2 Pathophysiologische Aspekte des ischämischen 
Schlaganfalls 
Hossmann definiert die zerebrale Ischämie als „...eine Durchblutungsminderung unter den 
Schwellenwert zur Aufrechterhaltung des Energiestoffwechsels und des Membranpotenti-
als...“ (10, 21). Allgemein kommt es nach einem akuten Gefäßverschluss und der resultie-
renden Unterbrechung der zerebralen Durchblutung auf biochemischer, molekularer und 
genetischer Ebene zu pathophysiologischen Abläufen, die unterschiedlich stark ineinan-
der greifen, sich gegenseitig bedingen oder verstärken. Man spricht daher von der bio-
chemischen Ischämiekaskade (22, 23).  
1.2.1 Die biochemische Ischämiekaskade 
Durch die akute arterielle Minderperfusion im Gehirn kommt es zu einer Unterversorgung 
der Zellen mit Sauerstoff, Elektrolyten, Glukose und energiereichen Phosphatverbindun-
gen wie dem Adenosintriphosphat (ATP) (10, 23, 24). Dies wirkt sich auf den Zellmetabo-
lismus aus: Die Proteinbiosynthese wird eingestellt, der Sauerstoffmangel bedingt eine 
anaerobe Stoffwechsellage sowie erhöhte Laktatspiegel; es kommt zur Azidose und zu 
weiterem ATP Abbau (10, 23-25). Der ATP-Mangel führt zur Energiekrise der Zelle. Die in 





-ATPase oder die Ca
2+
-ATPase können den Ionenkonzentrationsgradienten 





) Einstrom in die Zelle und konsekutiver Membrandepolarisation (sog. 
anoxische Depolarisation) (23). Auf die Depolarisation folgt die unkontrollierte Freisetzung 
von exzitatorischen (erregenden) Neurotransmittern wie z. B. Glutamat. Glutamat aktiviert 
glutamatabhängige Rezeptoren, wie den α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol proprion 
acid (AMPA)-Rezeptor und N-methyl-D-aspartat (NMDA)-Rezeptor (10, 23-25). Hierdurch 
gelangen weitere Kationen wie beispielsweise Ca
2+ 
in die Zelle. Durch den erhöhten zyto-
solischen Kalziumspiegel kommt es u.a. zur Entstehung von freien Sauerstoffradikalen, 
die die Zellmembranen schädigen können (10, 24). 
Unter freien Sauerstoffradikalen oder reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) versteht man 
sauerstoffhaltige Verbindungen mit unpaaren Elektronen z. B. das Hydroxylradikal (•OH
−
) 
oder das superoxid Anionradikal (O2•
−
) (26, 27). Eine Ausnahme ist der Sauerstoff (O2), 
der mit seiner geraden Elektronenanzahl ein Diradikal ist. Die meisten ROS sind instabil 
und daher sehr reaktiv, dadurch können sie über die Oxidation von Proteinseitenketten 
und Disulfidbrücken Proteine schädigen und DNA-Schäden hervorrufen (28). Ferner noch 
kommt es zur Aktivierung kalziumabhängiger kataboler Enzyme und zu mitochondrialen 
Funktionsstörungen (10, 24). Dabei wird die Permeabilität der Mitochondrienmembran 
erhöht; es kommt zu Störungen in der Atmungskette und zur Freisetzung von pro-
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apoptotischen mitochondrialen Proteienen wie Cytochrom c und Caspase 9, diese führen 
zum programmierten Zelltod, der Apoptose (10, 24).  
1.2.2 Infarktkern, Penumbra und Peri-Infarktbereich 
Abhängig vom Schweregrad der Ischämie kommt es im Gehirn zu reversiblen oder irre-
versiblen Schädigungen. Der Infarktkern ist, auf Grund mangelnder Kollateralen, bereits 
intra-ischämisch irreversibel geschädigt. Im Infarktkern ist die Nekrose der vornehmliche 
Mechanismus des Zelluntergangs (25). Das umgebende Randgebiet des Infarktkerns ist 
zwar minderversorgt und dysfunktional, jedoch noch vital (21, 29). Die metabolische und 
dadurch strukturelle Integrität des Gewebes kann in diesem Bereich noch aufrecht gehal-
ten werden (29, 30). Man nennt diesen Bereich die Penumbra (dt. Halbschatten), ein aus 
der Astronomie entliehener Begriff, der den teilweise hellen Rand einer totalen Sonnen-
finsternis beschreibt (21). Die Penumbra ist eine Zeitlang therapeutisch zugänglich. Wird 
die Ischämie jedoch nicht behoben, breitet sich der Infarktkern weiter in das Gebiet der 
Penumbra aus (21, 24, 29, 22). Da die Penumbra anhand metabolischer Aspekte definiert 
wird, haben wir in dieser Arbeit den Randbereich der Infarkte als makroskopisch bzw. 
mikroskopisch ersichtlichen Peri-Infarktbereich definiert.  
1.2.3 Hirnödem 
Durch den beschriebenen Kationeneinstrom erhöht sich der intrazelluläre osmotische 
Druck und Wasser aus dem Extrazellularraum strömt in die Zelle. Es kommt zum sog. 
zytotoxischen Ödem v. a. in der grauen Substanz (10, 25, 31). Ist zudem noch die Blut-
Hirn-Schranke gestört, dringen zusätzlich Ionen und Wasser aus dem Blut in die Zellen 
ein und es kommt zusätzlich zu einem vasogenen Ödem, das sich in die weiße Substanz 
des Gehirns ausbreiten kann (31). Die durch das Ödem hervorgerufene Volumenzunah-
me des Gehirns führt zu einem erhöhtem intrakraniellen Druck (ICP). Durch die Druck-
steigerung kommt es zu einer Abnahme des zerebralen Perfusionsdrucks, was die Aus-
dehnung des ischämischen Zellschadens begünstigt (31).  
1.3 Oxidativer Stress 
Oxidativer Stress ist eine unvermeidliche Folge des Lebens in sauerstoffhaltiger Atmo-
sphäre (32). Einfach gesprochen ist oxidativer Stress ein Übermaß an reaktiven Sauer-
stoffradikalen (ROS) (32, 33). Er lässt Eisen rosten, knusprige Chips verderben und 
macht Milch sauer (32). Doch auch in unserem Körper spielt oxidativer Stress eine Rolle: 
Proteindenaturierung, Enzyminaktivierung und DNA-Schäden sind einige der vielen Fol-
gen von oxidativem Stress (34). Er ist auch der Schlüssel zu zahlreichen Pathomecha-
nismen, die mit erhöhter Lipidperoxidation assoziiert sind, beispielsweise Makroangiopa-
thien bei Arteriosklerose, einem Hauptrisikofaktor für Schlaganfall (35). Oxidativer Stress 
ist einer der schädlichsten Pathomechanismen bei Ischämie; so belegen zahlreiche Stu-
dien, dass die Menge an freigesetzten ROS den Grad des ischämischen Hirnschadens 
fundamental beeinflusst (34). Normalerweise werden die in der Atmungskette physiolo-
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gisch anfallenden Sauerstoffradikale von zelleigenen Schutzmechanismen beseitigt (32, 
36). Die bekanntesten Vertreter dieser Schutzsysteme sind die Superoxid-Dismutasen 
(SOD), Katalasen (CAT), Thioredoxinreduktasen (TrxR) und die Glutathionperoxidasen 
(Gpx). Zudem sind Vitamin-C, -E sowie Provitamin A/Betacarotin nicht-enzymatische An-
tioxidantien und neutralisieren die anfallenden Radikale direkt (32, 33). Vitamin-E ist ein 
wichtiger Kooperationspartner der Gpx4 und deswegen als zusätzlicher Stressor zum 
astrozytären Gpx4-Verlust in dieser Arbeit untersucht worden. Es handelt sich beim Vita-
min-E um ein fettlösliches Vitamin mit antioxidativen Eigenschaften. Ferner noch unter-
stützt es die Integrität des Gefäßendothels und spielt eine wichtige Rolle beim Schutz der 
Zellmembranen vor reaktiven Sauerstoffspezies (37, 38).  
Fallen mehr Radikale an als unsere Zellen abwehren können, gerät das antioxidative 
Schutzsystem aus dem Gleichgewicht. Die freien Radikale reagieren nun mit Proteinen, 
Lipiden und anderen Molekülen und setzen so die Zellen unter Stress und schädigen sie 
(33, 39). Die Bildung von ROS im ischämischen Hirngewebe und der resultierende oxida-
tive Stress ist wesentlicher Bestandteil der biochemischen Ischämiekaskade und Schei-
telpunkt zwischen Apoptose und Nekrose; daher ist die Erforschung der dabei beteiligten 
Pathomechanismen von großer therapeutischer Relevanz (32, 40). 
Abbildung 1: Ischämiekaskade. Das betroffene Hirnareal ist durch den Gefäßverschluss von der 
Blutversorgung ausgeschlossen. Es kommt zu einem Versorgungsengpass von Sauerstoff, Elekt-
rolyten und Nährstoffen. Die konsekutive Energiekrise bringt den Elektrolythaushalt der Zellen aus 
dem Gleichgewicht: Glutamat und Calcium (Ca2+) werden freigesetzt, es entstehen freie Sauer-
stoffradikale. Der oxidative Stress setzt eine Kaskade von genetischen, metabolischen und zellulä-
ren Antworten in Gang. Diese können u. a. sowohl zu kontrolliertem Zelltod (Apoptose) als auch 
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1.4 Die Familie der Glutathionperoxidasen 
Zellen haben viele antioxidative Schutzsysteme, die es uns ermöglichen, in sauerstoffrei-
cher Umgebung zu leben. Die wichtigsten wurden oben kurz genannt. Eines dieser 
Schutzsysteme ist die Familie der Glutathionperoxidasen (Gpx). Die bislang acht bekann-
ten Familienmitglieder wurden in der Reihenfolge ihrer Entdeckung benannt (Gpx1 - 
Gpx8). Glutathionperoxidasen katalysieren die Redox-Reaktion zwischen Hydroperoxiden 
und Glutathion. Die einzelnen Familienmitglieder haben unterschiedliche Fähigkeiten und 
Aufgaben sowie ihren eigenen Wirkungsbereich. Zur Übersicht der einzelnen der Gluta-
thionperoxidasen s. Tabelle 1. 
Tabelle 1. Übersicht der Glutathionperoxidasen. ER = endoplasmatisches Retikulum, 
GI = gastrointestinal, Gpx = Glutathionperoxidase (modifiziert nach (43, 44)) 
Gpx Lokalisation Funktion Literatur 
Gpx1 
• zytosolisch  
• ubiquitär 
• Mitochondrienmatrix 
• Antioxidans  
• Neutralisierung von H2O2 (45-47) 
Gpx2 
• zytosolisch  
• Epithel des GI-Trakts  
• wie oben 




• extrazellulär  
• Niere, Plasma  
• wie oben (49-51) 
Gpx4 
• zytosolisch 
• mitochondrial  
• nukleär, spermienkernspezi-
fisch 
• ubiquitär  
• membranassoziiert 
• Antioxidans v.a. komplexer 
Lipide 
• Rolle in der Spermatogenese 





• Nebenhodenepithel  
• h. w. Antioxidans im Sperma (43, 59) 
Gpx6 
• olfaktorisches Epithel  
• Bowman´sche Drüse 
• h. w. Antioxidans (60, 61)  
Gpx7 
• zytosolisch 
• ER (Lumen) 
• h. w. Redoxsensor 




Gpx8 • ER (Membran) 
• h. w. Antioxidans 
• Proteinfaltung (63, 64) 
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1.5 Die Glutathionperoxidase 4 (Gpx4) 
1.5.1 Entdeckung 
Entdeckt wurde die Gpx4 von Fulvio Ursini et al. im Jahr 1982. Damals beschrieb die  
Forschungsgruppe ein aus Schweineleberzellen gewonnenes Protein mit einer Größe von 
etwa 20 kDa und der Fähigkeit, Phosphatidylcholin in Liposomen und Biomembranen in 
Anwesenheit von Glutathion vor oxidativem Stress und der konsekutiven Degeneration zu 
schützen (58). Diese ungewöhnliche Vorliebe der Gpx4 für Phospholipid-Hydroperoxide 
und vielen weiteren komplexen Fetten, macht dieses Enzym einzigartig und sorgte auch 
für den ursprünglichen Namen „Phospholipid-Hydroxyperoxid-Glutathion-Peroxidase 
(PHGPx)“. Die Gpx4 kommt jedoch nicht nur in Leberzellen vor, sondern ist ein ubiquitär 
exprimiertes Enzym und das prädominante Strukturprotein in Spermatozyten (52, 55, 65, 
66). Unter den Glutathionperoxidasen hat die Gpx4 das breiteste Substratspekturm und 
als einzige die besondere Fähigkeit auch komplexe Lipide zu reduzieren (61, 67, 68). Bei-









1.5.2 Reaktionszyklus der Gpx4 
Für die Reduktion der oben genannten Substrate benutzt die Gpx4 – wie der Name es 
schon verrät – Glutathion (GSH). Das Besondere an der Gpx4 ist, dass sie unter GSH-
Mangel auch Protein-Thiole als Reduktionsmittel heranziehen kann und somit genau ge-
nommen nicht nur eine Glutathionperoxidase, sondern auch eine Thiol-Peroxidase ist. 
Dies ist gerade in Geweben die kein oder nur wenig GSH enthalten, wie z. B. in reifen 




Abbildung 2: Reaktionszyklus der Gpx4 mit kooperativen Reaktionswegen von GSH, Vita-
min E und C. Im ersten Schritt (1) findet die Oxidation des dissoziierten Selens im aktiven Enzym-
zentrum der Gpx4 (Gpx4-Se–) durch das Hydroperoxidsubstrat (hier ein oxidiertes Lipid (L-OOH)) 
statt. Dieser Schritt liefert im Ergebnis das Selensäurederivat (Gpx4-SeOH). Im zweiten Schritt (2) 
reagiert das nun oxidierte Enzym mit der Thiolgruppe des Glutathions (GSH) als Reduktionsmittel 
unter Abspaltung von Wasser. Als Zwischenprodukt wird das GSH-Molekül mit seiner Schwefel-
gruppe kovalent an das Selen gebunden (Gpx4-Se-SG). Im letzten Schritt (3) lagert sich ein weite-
res GSH-Molekül an, die vorübergehende Selen-Disulfid-Brücke wird aufgespalten und Gpx4 rege-
neriert (Ping-Pong-Mechanismus). Ein oxidiertes Glutathion-Disulfid-Molekül (GSSH) bleibt zurück 
(58, 70). Das GSSH-Molekül wird durch Glutathionreduktasen unter Verbrauch von NADPH/H+ 
wieder zu GSH regeneriert. Die Glucose-6-Phosphatdehydrgenase regeneriert das NADPH. Neue 
GSH-Moleküle werden von der Glutathion-Synthetase aus Cystein, Glutamat und Glycin unter 
ATP-Verbrauch generiert. Die in der Zellmembran erzeugten freien Radikale (L-OO•) können auch 
direkt von Vitamin-E (αT) neutralisiert werden. Das dabei entstehende Vitamin-E-Radikal kann 
dann wiederum durch Vitamin-C regeneriert werden, dabei entsteht Dehydroascorbinsäure (67). 
Aus diesem Reaktionszyklus wird der synergistische Effekt von Vitamin-E als direkter Kooperati-
onspartner der Gpx4 ersichtlich. Versuche zur Lipidperoxidation belegen, dass die Gpx4 die zur 
Zellintegrität benötigte Menge an Vitamin-E einsparen kann und dass beide Antioxidantien wichtige 
Kooperationspartner sind. So konnte Vitamin-E den Gpx4-Verlust in-vitro und in-vivo teilweise 
kompensieren (37, 61, 67). A = Ascorbinsäure (Vitamin C), DHA = Dehydroascorbinsäure, G6PDH = 
Glucose-6-Phosphat-Dehyrogenase, Gpx4-Se– = Gpx4 regeneriert, Gpx4-SeOH = Gpx4 oxidiert, Gpx4-
Se-SG = Gpx4 mit transienter kovalenter Disulfidbindung mit GSH, GR = Glutathion-Reduktase, GSH = 
Glutathion, GSSH = oxidiertes Glutathion-Disulfid-Molekül, H2O = Wasser, LH = mehrfach ungesättigtes 
Phospholipid, L-OH = korrespondierender Alkohol, L-OO• = Lipidperoxyl-Radikal, L-OOH = Hydroper-
oxidsubstrat, NADPH = Nicotinsäureamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat, αT = α-Tocopherol (Vitamin-E), 








































1.5.3 Gen-Sequenz der Gpx4 
Das breite Substratspektrum und die funktionellen Eigenschafen dieses Enzyms könnten 
durch dessen Aufbau erklärt werden: Die Gpx4 Sequenz ist auf dem kurzen Arm des 
Chromosoms 19 lokalisiert (71). Das Gen besteht aus sieben Exons, sowie einem alterna-
tiven Exon, die gemeinsam für die drei Isoformen (die längere mitochonriale, die kürzere 
zytosolische und die nukleäre Form) der Gpx4 kodieren (53, 54, 72). 
 
Abbildung 3: Schematische Darstellung der genomischen Gpx4-Sequenz. Die Sequenz be-
steht aus sieben Exons, sowie einem alternativen Exon. Die beiden Startcodons für die mitochond-
riale und zytosolische Form werden vom ersten Exon kodiert. Der alternative Transkriptionsstart für 
die mitochondriale Form, innerhalb des ersten Exons, bedingt die Längendifferenz. Das Startcodon 
für die nukleäre Form der Gpx4 wird auf dem alternativen Exon (Exon a) kodiert (52, 54, 72). 
Verglichen mit der Gpx1 hat die Gpx4 ganze 170 Aminosäuren weniger. Unter diesen 
fehlenden Aminosäuren sind auch vier Arginin-Residuen (R57, R103, R184 und R185), 
die speziell für die GSH-Bindung verantwortlich sind (43). Das Fehlen dieser Aminosäuren 
könnte also das besonders breite Substratspektrum der Gpx4 erklären. Im Unterschied zu 
den anderen Glutathionperoxidasen erlaubt die kleine Größe und die lipophile Oberfläche 
der Gpx4 direkt mit komplexen oder sogar membranständigen Lipidhydroperoxiden und 
Membranlipiden zu interagieren (67). 
1.5.4 Aufgaben der Gpx4 
Seit der Entdeckung der Gpx4 Anfang der 80er Jahre ist bekannt geworden, dass dieses 
Enzym nicht nur eine Rolle in der Abwehr von oxidativem Stress einnimmt, sondern viele 
weitere Funktionen innehat (sog. Moonlightning Protein). Auf einige dieser Funktionen soll 














































Als somatisches Enzym schützt die Gpx4 Zellen vor oxidativem Stress. Sie kann jedoch 
auch als enzymatisch inaktive Form verbaut werden: Die Gpx4 ist eine der Strukturkom-
ponenten in Spermien und somit Bestandteil der strukturellen Spermienstabilität (73). Die 
vorherrschende Gpx4 Isoform in männlichen Keimzellen ist die mitochondriale Gpx4 
(mGpx), so besteht über die Hälfte der Mitochondrienkapsel reifer Spermatozyten aus 
verbauter Gpx4. (53, 66). Es konnte gezeigt werden, dass für die männliche Fertilität die 
mGpx und nicht, wie vielleicht vermutet, die spermienkernspezifische Gpx4 (snGpx4) von 
essentieller Bedeutung ist (66). 
1.5.4.2 Leben und Überleben 
Wird die Gpx4 im Mausmodell durch einen globalen Gen-Knockout (KO) ausgeschaltet, 
ist dieser bereits früh embryonal letal; die Gpx4-KO-Tiere versterben bereits am 7. Emb-
ryonaltag (56, 61). Die KO-Embryos sind kleiner als der Durchschnitt und zeigen erhebli-
che Entwicklungsdefekte direkt nach der Gastrulation (56). Doch nicht nur für das Leben 
ist die Gpx4 unverzichtbar, sondern auch für das „Über-Leben“: Wurde der Gpx4-Gen-KO 
in einem mit Tamoxifen induzierbaren globalen KO-Mausmodell im Alter von 6-9 Monaten 
ausgelöst, verstarben alle Gpx4-KO-Tiere innerhalb von zwei Wochen nach Induktion 
(57). Die genaue Todesursache konnte bisher nicht geklärt werden, jedoch verloren die 
Tiere massiv an Gewicht und waren neurologisch auffällig. In den Analysen zeigten sich 
eine vermehrte Astrogliose im Gehirn, Mitochondrienschäden sowie eine verringerte ATP-
Produktion in der Leber (57). Diese Ergebnisse lieferten weitere Hinweise auf Funktion 
der Gpx4 im Gehirn. Durch weiterführende Versuche konnten Conrad et al. und Schneider 
et al. zeigen, welche der drei Isoenzyme der Gpx4 für das Leben essenziell ist: Erstaunli-
cherweise schadet der nukleäre Gpx4-Verlust weder der Embryogenese, noch der Fertili-
tät von männlichen Mäusen (69). Ist die mitochondriale Gpx4 ausgeknockt, überleben die 
KO-Tiere und haben eine normale Entwicklung und Lebenserwartung, männliche Tiere 
sind jedoch auf Grund der fehlenden Strukturstabiltät der Spermatozyten unfruchtbar (66). 
Somit ist der Verlust der zytosolischen Gpx4 essenziell; sowohl für das Leben als auch für 
das Überleben (55). 
1.5.4.2.1 Ferroptose 
Im Zusammenhang mit Zelluntergang sind Autophagie, Apoptose, Nekrose und Nekropto-
se seit längerem bekannt (74). Eine kürzlich entdeckte neue Form des kontrollierten Zell-
tods ist die Ferroptose. Es handelt sich dabei um eine regulierte Form des Zelltods, u. a. 
angetrieben durch einen Aktivitätsverlust der Gpx4 und die anschließende Akkumulation 
von reaktiven Sauerstoffspezies auf Lipidbasis, insbesondere von Lipidhydroperoxiden 
(42). Die genauen Reaktionsmechanismen sind noch nicht gänzlich geklärt, sicher ist je-
doch, dass es, wie der Name schon sagt, eine Eisen- und ROS-abhängige Form des re-
gulierten Zelltods ist (42, 74-76). Auch die virale Immunantwort und die Degeneration von 
Motoneuronen sind mit Ferroptose verknüpft (77-79). Die Gpx4 reguliert Ferroptose durch 
den Eingriff in die Lipidperoxidation durch die Reduktion oxidierter Lipide (s. Abb. 2). Fer-
Einleitung 14 
ner konnten Versuche zeigen, dass die Zellen des diffusen B-Zell-Lymphoms sowie des 
Nierenzellkarzinoms anfällig für die Gpx4-regulierte Ferroptose sind (42). Somit kann die-
ser Signalweg als zukünftiges Target für potentielle Therapieoption von Interesse sein. 
1.5.4.3 Nieren 
Angeli et al. konnten zeigen, dass Ferroptose nicht nur eine Rolle in-vitro spielt (76); ein 
Gpx4-Verlust führt auch in-vivo zu einem Ferroptose assoziierten Zelltod im Nierenpa-
renchym (76). Mit Tamoxifen induzierte globale Gpx4-KO-Tiere zeigten akutes Nierenver-
sagen mit progedienter Albuminurie, unselektiver Proteinurie, erhöhten Nierenretentions-
parametern sowie Proteinablagerungen in den distalen Tubuli und ausgedehnte Tubulus-
zellnekrosen. Die Mäuse verstarben innerhalb von 14 Tagen nach KO-Induktion an aku-
tem Nierenversagen (76). Als Pathomechanismus für den massiven Zelluntergang in den 
Nieren konnte der durch Lipidperoxidation induzierte Ferroptose-Signalweg identifiziert 
werden. Diese Ergebnisse zeigten eine Schlüsselrolle der Gpx4 in der Ferroptose durch 
Schutz vor Akkumulation von Lipidperoxiden. 
1.5.4.4 Leber 
Der leberspezifische Gpx4-Gen-KO ist ebenfalls letal. Mäuse, mit gewebespezifischem 
Gpx4-KO in der Leber entwickeln sich embryonal normal, versterben allerdings innerhalb 
von 48 h nach der Geburt (77). Wurde den Muttertieren eine Vitamin-E reiche Diät verab-
reicht, überlebten die Gpx4-KO Mauswelpen bis zu 4 Wochen nach Geburt (77). Dies 
verdeutlicht den oben beschriebenen synergistischen Effekt von Vitamin-E und Gpx4 (s. 
Abb. 2). Die Versuche betonen auch die entscheidenden Aufgaben der Gpx4 in der Le-
berfunktion sowie ihre Rolle im Überleben von Hepatozyten. Die Analysen der leberspezi-
fischen Gpx4-KO-Tiere zeigten histologisch eine Rarefizierung der Lebervenen und Si-
nusoide sowie eine großflächige Leberzelldegeneration und Nekrosen (77). 
1.5.4.5 Gefäßendothel 
Diesen synergistischen Effekt von Vitamin-E und Gpx4 konnten auch Wortmann und 
Schneider et al. in ihren Versuchen mit induzierbaren endothelspezifischen Gpx4-KO-
Tieren nachweisen. Die induzierten KO-Tiere, bei denen die Gpx4 in den Endothelien 
ausgeschaltet ist, überlebten den gesamten Beobachtungszeitraum von sechs Monaten 
und zeigten keine Auffälligkeiten. Wurde den Tieren jedoch zusätzlich zum Gpx4-KO eine 
Vitamin-E Mangeldiät gefüttert verstarben 80% der KO-Mäuse innerhalb von 3 Wochen. 
In der Analyse zeigten sich multiple Thrombembolien. Die Gefäßendothelzellen starben 
ab und lösten sich von der Basalmembran. Im Lumen der Gefäße bildeten sich daraufhin 
Thromben. Je nach betroffenem Organsystem traten entsprechende Pathologien auf. Die 
Versuche lieferten wichtige Ergebnisse hinsichtlich der Synergie von Vitamin-E und Gpx4. 
Es konnte gezeigt werden, dass eine adäquate Vitamin-E-Versorgung den Gpx4-
Funktionsverlust in Endothelzellen kompensieren kann (37). 
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1.5.4.6 Nervensystem 
Mehrere voneinander unabhängige Forschungsgruppen konnten nachweisen, dass die 
Gpx4 eine entscheidende Rolle bei neurodegenerativen Prozessen spielt (57, 78, 80-85). 
Die Erstbeschreibung neuronaler Gpx4-KO Mäuse durch Seiler et al. zeigte, dass die neu-
ronalen Gpx4-KO Tiere normal auf die Welt kamen, jedoch ab dem 8. Lebenstag (P8) im 
Vergleich zu ihren Wildtyp-Geschwistern weniger Gewicht zunahmen. Im Verlauf zeigten 
die KO-Tiere u. a. Ataxien, neurologische Defizite, epilepsieähnliche Anfälle und Desori-
entiertheit. Letztlich mussten die Tiere ab dem 13. Lebenstag euthanasiert werden. Die 
Auswertung der Gehirne zeigte neurodegenerative Veränderungen mit Astrogliose v. a. im 
Hippocampus (83). Versuche, die die neuronale Synthese von Gpx4 reduzierten, führten 
an Mäusen zu Ataxien, epilepsieähnlichen Anfällen und einer reduzierten Anzahl an Inter-
neuronen (84). Ein weiteres Forschungsteam konnte zeigen, dass adulte induzierbare 
neuronale Gpx4-KO-Tiere (3-4 Monate alt) drei Tage nach KO-Induktion erste Zeichen 
einer beginnenden Paralyse (Versteifung der Hinterbeine), Gleichgewichtsverlust sowie 
Muskelatrophien zeigten (78). Innerhalb von acht Tagen mussten alle neuronalen Gpx4-
KO-Tiere euthanasiert werden. Hier zeigten die Gewebeanalysen neurodegenerative Ver-
änderungen der Motoneurone im Rückenmark. Eine Vitamin-E-Gabe konnte den Phäno-
typ verzögern (78). 
Sowohl in einem Mausmodell für Morbus Alzheimer, als auch in humanen Hirnproben von 
Alzheimerpatienten konnte eine reduzierte Expression von Gpx4 sowie eine erhöhte Lip-
idperoxidation nachgewiesen werden (82, 85). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass 
Parkinsonpatienten eine reduzierte Gpx4-Expression in den Bereichen der Substantia 
Nigra aufwiesen. Verglichen mit der verbliebenen Zellzahl in diesem Hirnareal waren die 
Gpx4-Level pro Zelle signifikant höher als bei Nichterkrankten (80). Dieser Expressions-
anstieg der Gpx4 in den Neuronen der Substantia Nigra bei Parkinson spricht für einen 
neuroprotektiven Effekt dieses Enzyms. 
Nachdem (wie unter 1.5.4.2 beschrieben) der globale Gpx4-KO sowohl embryonal als 
auch im Alter induziert letal endet und der zellspezifisch neuronale Gpx4-KO in der frühen 
Welpenphase durch die neurologischen Defizite tödlich ist, wurden für die Untersuchung 
der Rolle der Gpx4 im adulten Gehirn induzierbare gewebespezifische KO-Mausmodelle 
herangezogen (56, 57). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit liegt das Augenmerk auf neu-
ronalen und astrozytären Gpx4 Knockout-Mausmodellen. 
1.6 Die neurovaskuläre Einheit 
Der Schlaganfall ist primär eine zerebrovaskuläre Erkrankung, in den 1990er Jahren rück-
ten aber nach und nach auch die Mechanismen des neuronalen Zelltods in den Mittel-
punkt des Forschungsinteresses, um mögliche neuroprotektive Ansätze und Substanzen 
für den Erhalt und Schutz von Neuronen zu finden. Die vermeintlich neuroprotektiven 
Substanzen lieferten jedoch in klinischen Studien kein besseres Outcome (86). Diese ne-
gativen Ergebnisse zeigten, dass der Schutz von Neuronen allein nicht ausreicht, um die 
Integrität neuronaler Funktionen nach Schlaganfall zu gewährleisten. Basierend auf die-
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sen Erkenntnissen wurde ein Konzept entwickelt, das nach einem Schlaganfall von einer 
Schädigung sämtlicher im Gehirn vorhandener Zellen ausgeht, also auch von Endothel-
zellen, Perizyten, Astrozyten und Neuronen.  
Der arterielle Gefäßverschluss beim Schlaganfall hat zwar seinen Ursprung innerhalb der 
Blutgefäße des Gehirns, wirkt sich jedoch auf alle Zellen des Gehirns aus: Die Endothel-
zellen werden durchlässig, es kommt zu Einblutungen und Ödemen, die Astrozyten rea-
gieren mit reaktiver Astrozytose und die Neuronen sterben ab. Zahlreiche Signalkaska-
den, Enzyme und Reaktionen auf metabolischer und genetischer Ebene werden in Gang 
gesetzt. Deswegen ist es zu kurz gegriffen, lediglich Neuronen als Mittelpunkt der Frage-
stellung zu betrachten, vielmehr sollten alle Zellen die eine funktionelle Einheit mit den 
Neuronen bilden – die sog. neurovaskulären Einheit (NVU) – in die Fragestellung einbe-
zogen werden (8, 87, 88). 
Bis heute noch ist der wissenschaftliche Diskurs darüber, welche Zellen der NVU angehö-
ren im Fluss (86). Die in dieser Arbeit untersuchten Neuronen und Astrozyten sind ge-
meinsam mit den Endothelzellen seit dem ersten Konzept der NVU Teil von ihr (86). 
Ebenfalls steht fest, dass der Defekt eines jeden Teils der NVU sich auf die anderen aus-
wirkt. Bis heute ist jedoch noch nicht geklärt, wie genau die einzelnen Akteure der NVU 
miteinander kommunizieren, ihre Stressreaktionen aufeinander abstimmen oder wie stark 
sie sich nicht nur gegenseitig beeinflussen, sondern auch auf das umliegende Gewebe 
und auf die anliegenden NVU einwirken (89). Vor diesem Hintergrund ist die Beleuchtung 
von Neuronen und Astrozyten im Zusammenhang mit oxidativem Stress nach Schlagan-
fall besonders spannend. 
1.6.1 Astrozyten in der neurovaskulären Einheit (NVU) 
Astrozyten gehören zu den Gliazellen und sind die mit Abstand häufigste Zellart im Säu-
getierhirn. Unter physiologischen Bedingungen übernehmen sie eine Vielzahl wichtiger 
Aufgaben, ohne die neuronale Prozesse im Gehirn nicht möglich wären (90, 91). Astrozy-
ten gewährleisten die Nährstoffversorgung u. a. von Neuronen, da sie als einzige Zellen 
im Gehirn Glykogen (die größte Energiereserve des Gehirns) produzieren und speichern. 
Sie regulieren die extrazelluläre Neurotransmitter- und Ionenkonzentration, indem sie 
überschüssiges Glutamat und extrazelluläres Kalium abtransportieren (sog. spatial buf-
fering). Ebenso sind sie an der Bildung und Aufrechterhaltung der Blut-Hirn-Schranke 
beteiligt und gewährleisten antioxidativen Schutz für das gesamte ZNS (87, 92-96). Zu-
dem interagieren Astrozyten – als Teil der NVU – mit anderen Zellen (z. B. Mirkoglia, Oli-
godendrozyten, Perizyten, Endothelzelen), Kapillaren und Synapsen (95, 96). Um all die 
Aufgaben zu koordinieren, sind Astrozyten über Gap Junctions miteinander verbunden 
und bilden ein Netzwerk, durch das Astrozyten über weite Entfernungen miteinander 
kommunizieren können. Nicht nur unter physiologischen, sondern auch unter pathologi-
schen Bedingungen, spielen Astrozyten eine essentielle Rolle. Sie können neuroprotekti-
ve Faktoren freisetzten oder durch die Aufnahme toxischer Metabolite das Hirngewebe 
schützen (90, 97). 
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der neurovaskulären Einheit (NVU). Die NVU ist ein 
Konzept, welches die funktionelle Einheit zwischen Gefäßen, Neuronen und Astrozyten beschreibt. 
Auch Perizyten und Mikrogliazellen können daran partizipieren. Die Zellen des Gefäßendothels im 
Gehirn sind einzigartig, sie sind durch die Zonula occludens (tightjunctions) dicht miteinander ver-
bunden, nicht fenestriert und bilden die Blut-Hirn-Schranke. Astrozyten umgeben die Gefäße mit 
ihren Endfüßchen fast vollständig, tragen zur Barrierefunktion bei und sind maßgeblich an der 
Kommunikation zwischen Gefäßen und Neuronen beteiligt. Die Perizyten bzw. die glatten Muskel-
zellen der Gefäßwand nehmen die chemischen Signale der Endothelzellen und Neurone wahr und 
reagieren entsprechend mit Vasokonstriktion bzw. -dilatation. Diese funktionelle Einheit bildet ein 
wichtiges Netzwerk und ist die erste reaktive Verteidigungsfront gegen die Folgen der Ischämie bei 
Schlaganfall sowie anderen Formen der Hirnverletzung (8, 87, 88). 
1.6.2 Die Gpx4 in der neurovaskulären Einheit 
Das Gehirn ist das Gewebe mit der höchsten Dichte an mehrfach ungesättigten Fettsäu-
ren im Körper (75, 82). Oxidativer Stress kann hier also in besonderem Maße zu Lipidper-
oxidation führen. Die Gpx4 ist das einzige bislang bekannte Enzym, das eben diese Lip-
idperoxide direkt neutralisiert, selbst wenn diese in komplexen Protein-Aggregaten ver-
packt sind wie in Zellmembranen, Lipoproteinen, Cholesterinen und sogar in dem die 
Apoptose regulierenden Cardiolipin in Mitochondrien (57, 67). Dieses Enzym verfügt über 
Einzigartigkeit in seiner Funktion und Struktur, es ist eines der wichtigsten antioxidativen 
Enzyme in Säugetieren und kann durch keine der anderen sieben Glutathionperoxidasen 
kompensiert werden (37, 61, 75, 83). Bislang ist auch keine andere Enzymgruppe be-
kannt, die die Funktion der Gpx4 kompensieren könnte. Vitamin-E scheint als 
nichtenzymatisches Antioxidans ein wichtiger Kooperationspartner zu sein (37, 61, 67). 
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kannt, darunter auch neurologische Erkrankungen wie die Schizophrenie, aber auch neu-
rodegenerative Erkrankungen wie die Alzheimer-Demenz oder Morbus Parkinson (80-82, 
85). Die Auswirkungen eines Gpx4-Mangels auf akute neurologische Stressoren, wie die 
akute Ischämie nach Schlaganfall, sind bislang ungeklärt. Um die Auswirkung von oxidati-
vem Stress in den einzelnen Zellen der neurovaskulären Einheit (NVU) nach Schlaganfall 
zu untersuchen, wurden zellspezifische konditionale Gpx4-KO-Mausmodelle generiert und 
einem Schlaganfallmodell unterzogen. Dadurch soll die Auswirkung des Gpx4-Verlustes 
innerhalb von einzelnen Zellen (hier Neuronen und Astrozyten) nach akuter Ischämie un-
tersucht werden und zu einem besseren Verständnis der Pathophysiologie von oxidativem 
Stress im Schlaganfall und dessen Rolle in der NVU führen. 
1.7 Zielsetzung dieser Arbeit 
Die wissenschaftlichen Zielsetzungen dieser Arbeit sind 
• die Gpx4 Expression nach zerebraler Ischämie zu analysieren. 
• die Auswirkungen eines neuronalen bzw. astrozytären Gpx4-Mangels auf den In-
farkt und das neurologische Outcome nach akuter zerebraler Ischämie zu untersu-
chen.  
• den Einfluss von Vitamin-E Mangel und von astrozytärem Gpx4 Verlust auf den In-
farkt und das neurologische Outcome nach akuter zerebraler Ischämie näher zu 
beleuchten. 
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2 Material  
2.1 Geräte 
Adapter für Tissue Lyser LT, 12-Tube    Qiagen, Hilden, DE 
Blockheater, Bibby Sterling, (# SHT100D)   Stuart Scientific, Stone Steffordshire, UK 
Gefrierschrank, Hera Freeze Top, - 80°C   Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 
Gefrierschränke, - 20°C        Liebherr, Bulle, CH 
Geldokumentationssystem, Fusion FX7    Vilber Lourmat, Marne-la-Valée cedex, FR 
Homogenisator, Tissue Lyser LT,     Qiagen, Hilden, DE 
iMark™, (# 17760) 
Inkubator, Function line, 37°C      Heraeus Kulzer, Hanau, DE 
Kryostat, CryoStar NX70       Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 
Kühlschränke, 4°C         Liebherr, Bulle, CH 
Mikroskop, Imager. M2        Zeiss, Jena, DE 
Mikrowelle           Siemens, München, DE 
pH-Meter, Lab 850         Schott AG, Mainz, DE 
Pipetten (10, 20, 50, 100, 200, 1000) µl    Eppendorf, Hamburg, DE 
Power Supply, Basic PowerPac      BIO-RAD, Hercules, CA, USA 
Spektrophotometer, Micorplate reader,    BIO-RAD, Hercules, CA, USA 
Thermocycler, peqStar 2X Gradient     PEQULAB, Erlangen, DE 
Thermomixer „Thriller“        PEQULAB, Erlangen, DE 
Thermomixer basic/pro (# 14T1100063)    Cell Media, Elsteraue, DE 
Wippschüttler, ST5 CAT       neoLab, Heidelberg, DE 
Zentrifuge (# 5417R)        Eppendorf, Hamburg, DE 
2.2 Operationsmaterialien 
Arterienklemme          FST, Heidelberg, DE 
Beschleuniger für Cyanoacrylatkleber    BSI, Atascadero, USA 
Cyanoacrylatkleber, Maxi-Cure™     BSI, Atascadero, USA 
Desinfektionstücher, mikrozid® AF     Schülke, Norderstedt, DE 
Dreieckstupfer, Sugi Saugtupfer      Kettenbach GmbH, Eschenburg, DE 
Durchflussmesser für Gase, Digi Flow    Drägerwerk AG, Lübeck, DE 
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Fadenhalter, "Olsen-Hegar"       FST, Heidelberg, DE 
Federschere, "Vannas" 2.5mm      FST, Heidelberg, DE 
Fellschere, "Extra Fine Bonn"      FST, Heidelberg, DE 
Filament MCAO (# 701912PK5Re)     Doccol Coorporation, Sharon, MA, USA 
Flüssiger Thermistor Einsatz      FHC, Bowdoinham, ME, USA 
Glasfasersonde, (# MT B500-0 L240)    Perimed AB, Järfälla, SE 
Heizmatte (5 x 12,5 cm)        FHC, Bowdoinham, ME, USA 
Isofluranzerstäuber         Havard Apparatus, Holliston, USA 
Klemme, "Halsted-Mosquito" 12.5cm    FST, Heidelberg, DE 
Laser Doppler PeriFlux System 5000 LD   Perimed AB, Järfälla, SE 
Laser Doppler Sonde 418       Perimed AB, Järfälla, SE 
Laser Doppler Verbindungskabel      Perimed AB, Järfälla, SE 
Lichtquelle des Mirkoskops       Leica GmbH, Wetzlar, DE 
Maus-Hirnmatrix         Zivic Instruments, Pittsburgh PA, USA 
Operationsmikroskop, M80       Leica GmbH, Wetzlar, DE 
Pinzette Dumont # 5 - 45 abgewinkelt    FST, Heidelberg, DE 
Pinzette Dumont # 5 gerade      FST, Heidelberg, DE 
Pinzette Dumoxel # 3        FST, Heidelberg, DE 
Polyamidfaden, Ethilon 8-0       Johnson & Johnson, New Brunswick, USA 
Polyesterfaden, Ethibond 5-0      Johnson & Johnson, New Brunswick, USA 
Pulsoxymeter, MouseSTAT       Kent Scientific, Torrington, CT, USA 
Rektale Temperatursonde       FHC, Bowdoinham, ME, USA 
Seidenfaden 5/0         Pearsalls Ltd, Taunton, GB 
Silikon-Abformmaterial,        Heraeus Kulzer, Hanau, DE 
Xantopren® M mucosa 
Skalpelle Feather Gr. 11       über das Klinikum Großhadern 
Temperaturregler         FHC, Bowdoinham, ME, USA 
Universal Aktivator (Optosil/Xantopren)    Heraeus Kulzer, Hanau, DE 
Waage            Ohaus Europe GmbH, Nänikon, CH  
Wärmebox groß, "Babytherm"       Drägerwerk AG, Lübeck, DE 




Augen- und Nasensalbe, Bepanthen®    Bayer AG, Leverkusen, DE 
Carprofen           Pfizer GmbH, Berlin, DE 
Ergänzungsfuttermittel, Immun Albrecht®   Albrecht GmbH, Aulendorf, DE 
Ergänzungsfuttermittel, Nutri-Cal®     Albrecht GmbH, Aulendorf, DE 
Isofluran           Virbac Animal Health, Biot, FR 
Lachgas           Linde AG, München, DE 
Metamizol (500 mg/ml)        MSD/Intervet, Unterschleißheim, DE 
Sauerstoff            Linde AG, München, DE 
Tamoxifen           Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
2.4 Allgemeine Chemikalien 
Agarose           Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Ampuwa           Fresenius AG, Bad Homburg, DE 
Bovines Serumalbumin (BSA)       Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Bromophenol Blau         Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
DNA Ladepuffer, 6 X        PEQLAB, Erlangen, DE 
Dodecylsulfatnatriumsalz (C12H25O4S-Na)   Serva, Mannheim, DE 
Ethanol (70, 96, 100)%        CLN Laborgroßhandel, Freising, DE 
Ethanol pro analysi (p. a.)       Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)    Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Glycerol ≥ 99,5%         Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Isotone Kochsalzlösung (NaCl), 0,9%    B. Braun AG, Melsungen, DE 
Magermilchpulver         Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Methanol           Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Natriumchlorid (NaCl)        Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Neutralöl, MIGLYOL® 812       Caelo, Hilden, DE 
Paraformaldehyd (PFA) 4% in PBS 7,4    Morphisto GmbH, Frankfurt a. M., DE 
PBS Puffer 10 X, ph 7,4       Hausinterne Apotheke des Klinikums LMU 
Proteaseinhibitor (EDTA freie Tabl.)     Roche, Basel, CH 
ß-Mercaptoethanol         Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Tris (Tris (hydroxymethyl)-Aminomethan)   Merck KGaA, Darmstadt, DE 
Triton X-100          Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Trizma Base          Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
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Tween 20           Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Xylol (Rotihistol)         Carl Roth, Karlsruhe, DE 
Weitere in der Arbeit erwähnte, jedoch hier nicht gelistete Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich 
bezogen.  
2.5 Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Agarosegel-Kammer        PEQULAB, Erlangen, DE 
DNA-Größenstandard, peqGOLD, 50 bp   PEQLAB, Erlangen, DE 
Einweg Röhrchen (0,5; 1,5; 2,0) ml     Eppendorf, Hamburg, DE 
Elektrophoresesystem, PerfectBlue™    PEQLAB, Erlangen, DE 
Rekombinante Proteinase K      Roche, Basel, CH 
RotiPhenol/Chloroform (pH 7,9)      Carl Roth, Karlsruhe, DE 
SYBR® Safe DNA Farbe       Invitrogen, Carlsbad, USA 
Taq PCR Core Kit         Qiagen, Hilden, DE 
Lyse-Puffer: 10 mM Tris (pH 7,6), 10 mM EDTA, 0,5% SDS (pH 7,4), 10 mM NaCl 
TAE-Puffer:  40 mM Tris, 20 mM Eisessig, 1 mM EDTA, pH 8,0 
TE-Puffer:   10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA 





GLAST F8 5´-GAGGCACTTGGCTAGGCTCTGAGGA-3´ 





Alle Oligonukleotide stammen von der Firma Metabion International AG, Martinsried, Deutschland. 
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2.6 Western Blot (WB) 
Bicinchoninsäureassay (BCA), Pierce™    Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 
Blotting-Kammer, Mini Trans-Blot® Cell    BIO-RAD, Hercules, CA, USA 
CryoTube® Nunc, einweg, (1,8 ml)     Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Elektrophoresezelle, Mini-PROTEAN®    BIO-RAD, Hercules, CA, USA 
Enhanced Chemilumiszenz (ECL),     Millipore, Billerica, MA, USA 
ImmobilonWestern®, HRP Substrat 
Größenstandard PrecisionPlus (# 161-0373)  BIO-RAD, Hercules, CA, USA 
Polyacrylamide Gel 8-16%,       BIO-RAD, Hercules, CA, USA 
Mini-PROTEAN® 
Ponceau S Farbe         Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Transfer-Polyvinylidenfluorid-Membran,    Millipore, Billerica, MA, USA 
(PVDF) Immobilion-P®, 0,45 µm 
Tris/Glycine/SDS-Puffer (10 X) (# 1610732)   BIO-RAD, Hercules, CA, USA 
Well Platte, einweg, 96 Loch      Greiner bio-one, Kremsmünster, AUT 
Blocking-Puffer:  4% Magermilchpulver in TBST (1 X) 
Blotting-Puffer:  25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% Methanol 
Coomassie-Farbe:  5% Aluminiumsulfat-(14-18)-Hydrat, 10% Ethanol (96%), 0,02% CBB-
G250, 2% Ortho-Phosphorsäure (100%) 
Lämmli-Puffer (5 X):  375 mM Tris, 30% (v/v) Glycerin, 6% (w/v) SDS, 5% (v/v) ß-
Mercaptoethanol, 0,03% (w/v) Bromphenolblau, 50 ml dH2O, pH 6,8 
LCW-Lyse-Puffer:  20 mM TRIS (pH 7,6), 10 mM EDTA, 0,5% Sodium Deoxycholat, 30 mM 
Na-Pyrophosphat (pH 7,5), 150 mM NaCl, 0,5% Triton-X-100 
Running Puffer:  25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0.1% SDS, pH 8.3 ( 
Stripping-Puffer:  0,4 M NaOH 
TBST-Puffer (10 X):  100 mM Tris, 1,5 M NaCl, 0,05% Tween 20, 1 L dH2O 
2.7 Histologie 
Deckgläser           Menzel-Gläser, Braunschweig, DE 
Einbettkassetten         Carl Roth, Kralsruhe, DE 
Einbettmedium, Tissue-Tek®      Sakura Finetek Europe, Zoeterwoude, NL 
Eindeckmedium, ProLong® Gold     Life Technology, Carlsbad, CA, USA 
Eindeckmedium, Roti-Histokitt®      Carl Roth, Kralsruhe, DE 
Fettstift, DakoPen         Dako Diagnostika GmbH, Hamburg, DE 
Fluorescein in Situ Apoptosis Detection Kit,   Millipore, Billerica, MA, USA 
ApopTag® TUNEL-Färbung 
Kresylviolett für NISSL        Morphisto, Frankfurt a. M., DE 
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Objektträger, SuperFrost®       Menzel-Gläser, Braunschweig, DE 
Blocking-Puffer:   PBS, 5% BSA, 0,1% Tween 
2.8 Antikörper (AK) 
In den folgenden Tabellen sind alle AK aufgelistet, die im Rahmen dieser Doktorarbeit verwendet 
wurden.  
Tabelle 3. Primäre Antikörper. WB: Western Blot, IF: Immunfluoreszenz 
Antigen Reaktivität Verdünnung (Größe [kDa]) Herkunft 
ß-Actin Kaninchen WB: 1 : 1000 (42 kDa) Sigma-Aldrich 
DAPI ---------- IF: 1 : 10 000 Invitrogen 
NeuN Maus WB: 1 : 1000, IF: 1 : 100 Millipore 
Gpx4 Kaninchen WB: 1 : 1000 (~ 20 kDa) Abcam 
GFAP Maus WB: 1 : 1000 (50 kDa) Sigma-Aldrich 
Iba1 Ziege IF: 1 : 100 
Wako Pure Chemical Indust-
ries 




Elisabeth Kremmer, Helmholz 
Zentrum, München 
MAP2 Maus WB: 1 : 1000, IF: 1 : 100 Millipore 
ß-Tubulin Maus WB: 1 : 1000 (50 kDa) Sigma-Aldrich 
Tabelle 4. Sekundäre Antikörper. HRP: Horseradish peroxidase, Alexa: AlexaFluor, Cy: Cyanine 




IF: 1 : 100 Jackson ImmunoResearch 
Ziege Anti-Maus Cy3 (rot) IF: 1 : 100 Jackson ImmunoResearch 
Esel Anti-Maus Cy3 (rot) IF: 1 : 100 Jackson ImmunoResearch 
Esel Anti-
Kaninchen 
Alexa488 (grün) IF: 1 : 100 Invitrogen 
Ziege Anti-
Kaninchen 
HRP gekoppelt WB: 1 : 10 000 Dako 
Ziege Anti-Maus HRP gekoppelt WB: 1 : 10 000 Dako 
Hase Anti-Ratte HRP gekoppelt WB: 1 : 10 000 Dako 
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2.9 Programme 
AxioVision           Zeiss, Jena, DE 
 Version: AxioVs40 4.8.2.0 SP3 
Biomedical-PowerPoint-Toolkit-Suite    Motifolio Inc., MD, USA 
Fusion FX Software         Vilber Lourmat, MArne-la-Valée cedex, FR 
ImageJ            Wayne Rasband (NIH) 
Microsoft Office Word für Mac 2011     Microsoft, Redmond, WA, USA 
Version: 14.2.2 (120421) 
Microsoft Office PowerPoint für Mac 2011   Microsoft, Redmond, WA, USA 
Version: 14.2.2 (120421) 
Microsoft Office Excel für Mac 2011     Microsoft, Redmond, WA, USA 
Version: 14.2.2 (120421) 
SigmaPlot           Systat Software GmbH, Wuppertal, DE 
 Version: 13.0 
LabChart Reader 8         ADInstruments GmbH, Sydney, AUS 
 Version: v8.1.1 13.10.2015 
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3 Methoden 
Die Versuche wurden im Zeitraum von 2013 bis 2017 am Institut für Schlaganfall- und 
Demenzforschung (ISD) der Ludwig-Maximilians-Universität München in der Arbeitsgrup-
pe für experimentelle Schlaganfallforschung unter der Leitung von Prof. Dr. med. Nikolaus 
Plesnila und der Betreuung von Dr. med. vet. Manuela Schneider durchgeführt. Die Tier-
experimente erfolgten mit der Genehmigung der Regierung von Oberbayern in Überein-
stimmung den geltenden Tierschutzbestimmungen (Modell-Erlernung unter Gz. 55.2-1-54-
2532.3-31-13 und Durchführung der Experimente unter Gz. 55.2-1-54-2532-154-12). 
3.1 Allgemeine Maßnahmen 
Die Versuchstiere wurden den Versuchsgruppen randomisiert zugeordnet. Alle Experi-
mente sowie die neurologische Untersuchung der Tiere und die abschließende Auswer-
tung aller erhobenen Versuchsdaten erfolgten verblindet.  
3.2 Versuchstiere und Tierhaltung 
Für die Standardisierungen wurden 7 Wochen alte männliche C57BL/6 Mäuse (Charles 





) wurden von 
Dr. rer. nat. Marcus Conrad etabliert (83). 
Tabelle 5. Übersicht über die Bedingungen der Mäusehaltung. 
Raumtemperatur 21 (± 3)°C 
Luftfeuchtigkeit 55 (± 10)% 
Tag-Nacht-Rhythmus (Licht) 12 h / 12 h 
Nahrung 
Standarddiät Ssniff GmbH, Soest, DE (ad 
libitum) 
Tränke 
Wasser teilentmineralisiert, filtriert (ad libi-
tum) 
Grundfläche pro Maus im Käfig 
≤ 20 g Körpergewicht: Mindestens 60 cm
2 






Wie einleitend beschrieben, soll die Gpx4 zellspezifisch in den Neuronen bzw. Astrozyten 
der Versuchstiere ausgeknockt werden. Zudem soll der Knock-out (KO) zu einem beliebi-
gen Zeitpunkt auslösbar sein. Um einen solchen zellspezifischen und induzierbaren Gen-
KO zu erhalten, wurde eine konditionale KO-Strategie unter Verwendung des sog. 
Cre/loxP-System gewählt. Hierbei wird das entsprechende Gen bzw. funktionell wichtige 
Genabschnitte (hier Gpx4) mit sog. loxP-Stellen (locus of crossingover of P1 phage) mar-
kiert. Diese loxP-Stellen flankieren das Gpx4-Gen im gesamten Genom der Maus. Man 
spricht hier auch von einem gefloxten Gen (98). Diese Markierungen in der DNS dienen 
als Erkennungsstellen für das Enzym Cre-Rekombinase. Die Cre-Rekombinase schneidet 
nun den durch die loxP-Stellen definierten Genabschnitt der Gpx4 aus dem Genom her-
aus und verursacht so den KO (98, 99). Zur Generierung von zellspezifischen KO-
Mauslinien wird die Expression der Rekombinase durch Promotoren spezifisch für die 
jeweiligen Zielzellen kontrolliert. So wird die Cre-Rekombinase für den astrozytenspezifi-
schen KO unter der Kontrolle der GLAST-Promotorregion (astrozytenspezifischer Gluta-
mattransporter) exprimiert (100, 101). Analog dazu unterliegt die Expression der Cre-
Rekombinase für den neuronalen KO der CaMKII-Promotorregion (Ca
2+
/Calmodulin-
abhängige Protein-Kinase II) (102-104). Die genannten Promotorregionen sind nur zell-
spezifisch zur Transkription zugänglich, wodurch die Cre-Rekombinase nur in entspre-
chenden Zellarten (Neuronen bzw. Astrozyten) exprimiert wird und nur dort den KO aus-
löst. Um den KO zu einem definierten Zeitpunkt auszulösen, wurden u. a. mit Tamoxifen 
induzierbare Cre-Systeme entwickelt. Hierbei wird die synthetisierte Cre-Rekombinase 
zunächst im Zytoplasma an das Hitzeschockprotein 90 (HSP 90) und modifizierte Estro-
gen-Rezeptoren (ERT2) gebunden, wodurch deren Translokation in den Zellkern verhin-
dert wird (84, 98-100, 105, 106). Erst durch die Gabe von Tamoxifen, einem Estrogenana-
logon, wird die Cre-Rekombinase aus ihrer Bindung verdrängt, kann in den Zellkern 
translozieren und an definierter Stelle die Gpx4 ausknocken (98-100, 106). In der vorlie-
genden Studie wurde das Tamoxifen zur KO-Induktion allen Tieren in der 4. Lebenswoche 
intraperitoneal (i. p.) verabreicht. Die Gesamtdosis pro Tier betrug bei den Gpx4
AstWT und KO
 
-Tieren 2000 µg (100), bei den Gpx4
NeuWT/KO
 6000 µg (104). Diese wurde auf vier Injektio-
nen zu je 500 µg bzw. 1500 µg Tamoxifen verteilt. Die Injektionen erfolgten jeweils im 





Abbildung 5: Das Cre/loxP-System - Generierung der zellspezifischen Gpx4 KO Mauslinien 
am Beispiel der astrozytenspezifischen Gpx4-KO-Linie. Zur Generierung dieser Mauslinie wur-
den Cre-Rekombinase-transgene Tiere (Genotyp: GLAST::CreERT2) mit Mäusen verpaart, deren 
Gpx4-Gen gefloxt war (Genotyp: Gpx4 fl/fl) (107). Dadurch erhielt man Cre-Rekombinase-transgen 
positive Tiere mit gefloxten Gpx4-Allelen (Genotyp: GLAST::CreERT2;Gpx4 fl/fl). Die Wildtyp-
Kontrollgruppe (WT) bildeten die Cre-Rekombinase negativen Wurfgeschwister (Gpx4 fl/fl). Diese 
wurden bei allen Versuchsreihen mit induziert. Nach der KO-Induktion mit Tamoxifen erhielt man 
die zellspezifischen KO (Gpx4AstKO)- bzw. WT-Tiere (Gpx4AstWT).  
Die Generierung der neuronenspezifischen KO-Mauslinie (Gpx4
NeuKO
) und der entspre-
chenden WT-Kontrollen (Gpx4
NeuWT
) erfolgte analog unter Verwendung der neuronenspe-
zifischen Cre-Rekombinase (Genotyp: CamkII2α::CreERT2). 
3.3 Genotypisierung der Mauslinien 
Die Genotypisierung erfolgte mittels Polymerase Chain Reaction (PCR). Bei allen Ver-
suchstieren wurden die Zuchtnummern vor der Genotypisierung randomisiert und die zu-
gehörigen Gewebeproben neu nummeriert. So wurde die Verblindung durch die Genoty-
pisierung im Vorfeld nicht gefährdet. Um Verwechslungen auszuschließen, wurden alle 
Tiere nach Abschluss der Versuche erneut genotypisiert (re-genotypisiert). Die präopera-




















rative Re-Genotypisierung nach Versuchsende wurde Kleinhirngewebe verwendet. Da es 
sich um einen zellspezifischen KO in den Astrozyten bzw. Neuronen handelt, zeigt ledig-
lich Hirngewebe die entsprechenden KO-Banden nach der Induktion mit Tamoxifen (s. 
Abb. unten). 
PCR-Protokoll 
Zur Genotypisierung wurde je ein ca. 0,2 mm langes Schwanzspitzchen (präoperativ) 
bzw. ein etwa gleich großes Stück Kleinhirngewebe (postoperativ) mit 500 µl Lyse-Puffer 
und 7,5 µl Proteinase K im Thermomixer bei 55°C für mind. 12 h lysiert. Die lysierten Ge-
webeproben wurden anschließend mit je 500 µl Phenol-Chlorophorm-Lösung vermengt 
und sorgsam geschwenkt. Im nächsten Schritt wurden die Proben 10 min bei Raumtem-
peratur (RT) mit 14 000 g zentrifugiert. Im Anschluss daran wurden 200 µl der oberen 
wässrigen Phase abpipettiert und in die 2,5-fache Menge Ethanol-Salz-Mix (500 µl 100% 
EtOH + 15 µl 5 M NaCl) überführt. Die Proben wurden erneut gut gemischt und bei 4°C 
mit 15 000 g für 10 min zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand verworfen. Das 
DNS-Pellet wurde zweimal mit 70% EtOH p. a. gewaschen, luftgetrocknet und in je 50 µl 
TE-Puffer gelöst. Die Proben wurden bei 4°C gelagert oder weiterverarbeitet. 
PCR-Bedingungen 
Für die PCR wurde je 1 - 1,5 µl DNS mit 25,1 - 27,6 µl Standard-Reaktionsansatz ver-
mengt. Der Standard-Reaktionsansatz wurde anhand der Herstellerangaben wie folgt 
zusammengesetzt: 
• 14 µl   ddH20  
• 5 µl   dNTP-Mix (1mM)  
• 2,5 µl   10 X PCR-Puffer (ohne MgCl2)  
• 1,5 µl   Primer 1 (5 µM)  
• 1,5 µl   Primer 2 (5 µM)  
• 1,5 µl   Primer 3 (5 µM)  
• 1,5 µl   MgCl2 (50 mM)  
• 0,1 µl   Taq-Polymerase (5 U/µl)  
Die Röhrchen mit dem fertigen Reaktionsansatz wurden in einen Thermocycler gegeben, 
anschließend wurde ein Programm zur Amplifikation der DNS-Abschnitte gestartet. Die 
Gensequenzen von Interesse wurden vervielfältigt und anschließend mittels Gelelektro-
phorese aufgetrennt und ausgewertet (s. unten). 
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Tabelle 6. DNS-Amplifikationsprogramm für den Thermocycler. 
Schritt Temperatur Dauer Zyklen 
Initiale Denaturierung 94°C 5 Minuten 1 
Denaturierung 94°C 30 Sekunden 
40 Primer-Annealing 55 – 65,5°C (je nach Primer) 30 Sekunden 
Elongation 72°C 50 Sekunden 
Finale Elongation 72°C 7 Minuten 1 
Lagerung 4°C Bis zur Entnahme 
Gel-Elektrophorese 
Für die Gel-Elektrophorese wurden je 15 µl der amplifizierten DNS auf ein frisches 
1,5%iges Agarose-Gel (150 ml TAE-Puffer, 2 g Agarose, 5 µl Cybersafe®) aufgetragen. 
Zusätzlich wurden zur Größenbestimmung der amplifizierten DNS-Abschnitte 3 µl eines 
50 Basenpaar (bp) großen DNS-Größenstandards sowie eine Negativkontrolle (ddH2O) 
und eine Positivkontrolle aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte lichtgeschützt bei einer 
Spannung von 100 V über einen Zeitraum von 90 Minuten. Anschließend wurden die Gele 
mit Hilfe des Detektionssystem Fusion FX7 digital aufgenommen, dokumentiert und aus-
gewertet. 
3.3.1 Auswertung der Gel-Elektrophorese 
Wie unter 3.2 beschrieben, müssen die astrozytären KO-Tiere für die Cre-Rekombinase 
transgen positiv und für Gpx4 gefloxed sein (Genotyp: GLAST::CreERT2;Gpx4 fl/fl), die 
Kontroll-Tiere müssen Cre-transgen negativ und Gpx4 gefloxed (Gpx4 fl/fl) sein. Zur Iden-
tifizierung von transgenen Cre-Mäusen wurden die Primer GLAST F8, GLAST R3 und 
CER1 verwendet (s. Tabelle 2). Liegt eine Cre-negative Maus vor, wird ein PCR-Produkt 
von 700 bp durch die Primer GLAST F8 und GLAST R3 amplifiziert. Ist die Maus Cre-
transgen, erhält man eine Bande bei 400 bp (s. Abb. unten). Diese entsteht durch das 
DNS-Amplifikat der Primer GLAST F8 und CER 1. Analog dazu wurden für die neuronalen 
Versuchstiere die Primer CreER1, CreER2 und CreER3 verwendet (s. Tabelle 2). 
Wie unter 3.3 beschrieben, wurde die Genotypisierung präoperativ aus Schwanzgewebe 
und postoperativ aus Hirngewebe durchgeführt. Zur präoperativen Identifizierung gefloxter 
Gpx4 Allele wurden die Primer OligoPFfor1 und OligoPFrev1 verwendet. Bei unveränder-
tem Gpx4-Gen wird ein DNS-Amplifikat von 180 bp („Wildtypbande“, wt) generiert. Wurde 
das Gpx4-Gen erfolgreich auf beiden Allelen gefloxed, verlängert sich das Amplifikat u. a. 
durch die loxP-Stellen; in der Gel-Elektrophorese ist dann für die homozygoten gefloxten 
(fl/fl) Tiere eine 240 bp große Bande zu sehen. Entsprechend zeigen heterozygote (fl/wt) 
Tiere zwei Banden, eine bei 180 bp (wt) und eine bei 240 bp (fl). 
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Für die postoperative Re-Genotypisierung aus Hirngewebe wird zusätzlich ein anderer 
Vorwärtsprimer verwendet (OligoPHGPxI5f1), um eine erfolgreiche Gpx4-Deletion nach 
KO-Induktion nachzuweisen.  
Dieser Primer bindet am fünften Intron der Gpx4-Sequenz und bildet deswegen ein ent-
sprechend längeres Amplifikat von 500 bp (KO-Bande).  
Hirnproben von WT-Tieren zeigen Banden von ca. 1000 bp, da hier das gesamte Gpx4-
Gen vorhanden ist und entsprechend amplifiziert wird. Bei KO-Tieren kann dagegen nach 
erfolgreicher Rekombination ein entsprechend kürzeres DNS-Amplifikat (500 bp) detek-
tiert werden (s. Abb. unten). 
 
Abbildung 6: Exemplarische Gel-Elektrophorese anhand von astrozytären Versuchstieren. 
Mit „Maus 1“ ist eine Wildtypmaus bezeichnet, mit „Maus 2“ die spätere KO-Maus. Zunächst wird 
präoperativ aus Schwanzgewebe das Vorhandensein der Cre-Rekombinase überprüft. Maus 1 
zeigt als WT eine Bande bei 700 bp und ist somit Cre negativ (Cre –). Maus 2 zeigt zusätzlich eine 
Bande bei 500 bp und ist somit Cre positiv (Cre +). Für die Versuche wurden ausschließlich in bei-
den Allelen gefloxte Tiere verwendet, andernfalls könnte über das nicht-gefloxte Allel noch Gpx4 
synthetisiert werden. Entsprechend zeigen also Maus 1 und 2 eine Bande von 240 bp (fl/fl). Nach-
dem die Tiere mit Tamoxifen induziert und operiert worden sind, erfolgt die postoperative Re-
Genotypisierung aus Hirngewebe. Maus 1 zeigt erwartungsgemäß eine WT-Bande bei ca. 1000 
bp, während Maus 2 die KO-Bande bei 500 bp zeigt. Die schwächere Bande von ca. 1000 bp bei 
der KO-Maus stammt von den anderen Zellen des Hirns (z. B. Neuronen), die im Rahmen des 
zellspezifschen KO (hier nur astrozytäerer Gpx4-KO) ihre vollständige Gpx4 haben. 
 
3.4 Transiente fokale zerebrale Ischämie (fMCAO) 
Zur Induktion eines ischämischen Schlaganfalls verwendeten wir das in unserer Arbeits-
gruppe etablierte Filamentmodell: Dabei wird mittels eines intraluminalen Fadens die A. 
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3.4.1 Perioperatives Management 
Das perioperative Management umfasst die Vorbereitung der Tiere unmittelbar vor dem 
Eingriff sowie die intraoperative Überwachung der Vitalparameter. Vor jeder Versuchsrun-
de erfolgte eine gründliche Flächendesinfektion des OP-Bereichs mit Desinfektionstü-
chern. Das Körpergewicht (KG) der Tiere wurde unmittelbar vor der OP sowie vor der 
Präparation bestimmt und dokumentiert. Das Operationsbesteck wurde vor jedem neuen 
Eingriff mit 70%igem Ethanol gereinigt. Alle während der OP ermittelten Parameter (Puls, 
regionale zerebrale Durchblutung (rCBF), OP-Dauer, neurologische Befunde etc.) wurden 
auf einem separaten Operationsprotokoll bzw. digital dokumentiert. 
3.4.1.1 Analgesie und Anästhesie 
Zur Analgesie wurden den Mäusen 30 min präoperativ 0,1 mg Carprofen subkutan (s.c.) 
und 50 mg Metamizol oral (p.o.) verabreicht. Zur Narkoseeinleitung wurden die Mäuse in 
einer Acryl-Box für 90 sec. mit einem Gasgemisch (4% Isofluran + 95% Raumluft) narkoti-
siert. Die Narkose wurde anschließend mit 2% Isofluran, 29% Sauerstoff und 69% Lach-
gas aufrechterhalten.  
 
Abbildung 7: Zeitlicher Ablauf der fMCAO. Die Abbildung stellt den Ablauf der fMCAO samt der 
perioperativen Phase und dem Vorgehen nach dem Ende der Reperfusionszeit dar. In der Zeit von 
t = ‒ 1 h bis t = + 1 h ist der Ablauf der fMCAO für alle Versuchsgruppen dieser Arbeit gleich (wei-
ße und orange Fläche). Die Dauer der Reperfusionszeit (grüne Fläche) wurde für die Gruppen zur 
Bestimmung der Gpx4 Protein-Level („Western Blot (WB)-Gruppen“) zum Teil kürzer gewählt (s. 




Mäuse kühlen unter Narkose rasch aus (108). Um dem vorzubeugen, wurden die Tiere 
während der OP auf einer Heizmatte gelagert. Diese war auf die Soll-Temperatur 37,5°C 
eingestellt und mit einer rektalen Temperatursonde rückgekoppelt: Wurde rektal eine 
Temperatur < 37,5°C gemessen, wärmte sich die Matte automatisch entsprechend auf. 
Nach der Operation ist die Temperaturregulation der Tiere weiterhin beeinträchtigt (108). 
Um dem Sorge zu tragen, wurden die Mäuse während der Ischämie- und Reperfusions-
zeit in beheizten Wärmeboxen gehalten (s. 3.4.3). 
3.4.1.3 Puls und Sauerstoffsättigung 
Während der OP wurden die Herzfrequenz (HF) und die Sauerstoffsättigung (SpO2) der 
Tiere kontinuierlich gemessen. Die Sonde des Pulsoxymeters wurde hierfür an der Hin-
terpfote der Maus angebracht. Das Pulsoxymeter stand nicht für jede Versuchsreihe zur 
Verfügung, deswegen sind HF und SpO2 nicht bei jeder Versuchsgruppe aufgezeichnet 
worden. Zur Auswertung wurden die HF-Werte an fünf definierten Zeitpunkten notiert und 
daraus die mittlere HF während der OP ermittelt. Die fünf Zeitpunkte waren wie folgt defi-
niert: 
• HF direkt nach Anlegen des Pulsoxymeters 
• HF nach 5 min Narkosedauer 
• HF nach Fixierung der LDS und Positionierung der Maus in Rückenlage 
• HF nach Ligatur der A. carotis communis (ACC) 
• HF nach Okklusion der A. cerebri media (ACM) 
3.4.1.4 Zerebrale Durchblutung (rCBF) 
Zur Bestätigung der korrekten Okklusion der ACM diente der schlagartige Abfall des rCBF 
über dem Versorgungsgebiet der ACM bei Filamentinsertion (109). Der rCBF wurde mit-
tels einer Laser-Doppler-Fluxmetrieeinheit temporal gemessen (110, 111). Hierzu wurde 
zu Beginn der OP über der Infarkthemisphäre (stets links) der M. temporalis dorsalseitig 
scharf von der Schädelkalotte abgetrennt und sorgfältig abpräpariert, bis die Bifurkation 
bzw. Äste der ACM unter dem Schädelknochen sichtbar wurden. Anschließend wurde an 
die entsprechende Stelle am Schädel eine Glasfasersonde mit Cyanoacrylatkleber ange-
bracht und mit der LDS verbunden. Der dann angezeigte und stabile rCBF-Wert wurde als 
Baseline-Wert verwendet. Als intraoperative Kontrolle der korrekten Filament-Platzierung 





Abbildung 8: Befestigung der Laser-Doppler-Sonde (LDS). Zu sehen ist eine anästhesierte 
Maus (Schnauze in Beatmungsmaske liegend). A) zeigt den Verlauf des Hautschnittes zwischen 
lateralem Augenwinkel und vorderem Ohrmuschelansatz der Maus (gestrichelte Linie). Unter die-
sem Areal findet sich der dorsale Ansatzpunkt des M. temporalis. B) zeigt die Schädel- und Gefäß-
projektion. Wichtige anatomische Leitstrukturen sind: 1 = A. carotis interna, 2 = A. cerebri posterior, 
3 = Bregma, 4 = Os frontale, 5 = A. cerebri media (Bifurkation), 6 = A. cerebri anerior. Der blaue 
Punkt in beiden Abbildungen markiert die Projektion der Bifurkation der ACM, dem optimalen Fixie-
rungspunkt der LDS. 
 
Abbildung 9: Intraoperatives Monitoring (Screenshot). Intraoperativ wurden die Vitalparameter 
der Tiere und die OP-Zeit konstant aufgezeichnet und dokumentiert. Der Screenshot zeigt das 
Monitoring eines kompletten OP-Verlaufs: Zum Zeitpunkt t = 0 min wird die anästhesierte und 
analgesierte Maus auf dem OP-Platz gelagert (s. grüne Linie unten). Zum Zeitpunkt t = 24 min wird 
die LDS entfernt und die Maus in eine Wärmebox gebracht (s. 3.4.3). Die Körpertemperatur sowie 
die SpO2 bleiben konstant. Die typischen Veränderungen des rCBF-Werts während der OP, bei-














































3.4.2 Chirurgische Präparation und Okklusion der Arteria cerebri media 
Nach der korrekten Befestigung der LDS wird die anästhesierte Maus in Rückenlage ge-
bracht. Die anschließende Okklusion der ACM erfolgte intraluminal mittels eines Fila-
ments (s. 3.4.2.1). Alle Eingriffe wurden an einem eigens für die fMCAO ausgestatteten 
OP-Platz durchgeführt (s. Abb. unten). 
 
Abbildung 10: Versuchsaufbau fMCAO. Schematische Darstellung des für die fMCAO ausge-
statten OP-Platzes. 
Die Mäuse wurden, wie unter 3.4.1.1 beschrieben, analgesiert und anästhesiert. Die Au-
gen wurden mit Bepanthen® Augensalbe vor Austrocknung geschützt. Der Zugang erfolg-
te über einen vertikalen Hautschnitt vom Mandubrium sterni aus ca. 1 cm nach kranial. 
Nach stumpfer Trennung der anatomischen Schichten (Fett- und Drüsengewebe (Gll. 
submandibulares) wurde die oberflächliche und mittlere Halsfaszie durchtrennt. Mit Hilfe 
eines kleinen OP-Häkchens konnte störendes Fett- und Drüsengewebe lateralisiert wer-
den. Nach sorgfältiger Präparation zeigte sich der Operationssitus: Das Trigonum colli 
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Abbildung 11: Operationssitus mit Trigonum colli mediale (TCM). Die Abbildung zeigt eine 
anästhesierte Maus in Rückenlage (Schnauze in Beatmungsmaske liegend). In der Vergrößerung 
ist der Operationssitus zu sehen. Das TCM ist durch die Trachea (T), den Vorderrand des M. ste-
ronocleidomastoideus (MS) und den M. digastricus (MD) begrenzt. Die schematisch dargestellten 
Muskelfasern über der Trachea, entsprechen dem M. sternohyoideus und M. omohyoideus. Die im 
Bereich des Trigonums liegenden Strukturen wie Speicheldrüsen (S), A. carotis communis (ACC), 
V. jugularis (VJ), N. vagus (NV) und N. phrenicus (nicht abgebildet) wurden zur Schonung vor dem 
nächsten OP-Schritt allesamt dargestellt und identifiziert. 
Anschließend wurde die Bifurkation der ACC in der Tiefe dargestellt. Im nächsten Schritt 
wurden die ACC weitestgehend distal und die A. carotis externa (ACE) möglichst proximal 
ihrer jeweiligen Abgänge mit einem geflochtenen 5/0 Seidenfaden ligiert. Ein kurzes 5/0 
Seidenfadenstück wurde um das distale Drittel der ACC geschlungen und ein Knoten zur 
späteren Fixierung des Filaments vorgelegt. Im Anschluss daran wurde die A. carotis in-
terna (ACI) mit einem Gefäßclip abgeklemmt. Um Blutungen zu vermeiden, wurde der 
Gefäßclip stets proximal des Abgangs der A. pterygopalatina (AP) gesetzt (s Abb. unten). 
Jetzt konnte – unter Blutstille – die ACC mittels einer kleinen Inzision eröffnet werden und 
das Okklusions-Filament über die ACC bis in das Gefäßlumen der ACI zum Clip vorge-
schoben werden. Der vorgelegte Knoten fixierte dabei proximal der Inzision das Filament. 















dem Öffnen des Clips wurde das Okklusions-Filament bis in die ACM vorgeschoben und 
der an der ACC vorgelegte Knoten festgezogen, um das Okklusionsfilament während der 
Ischämiezeit an der richtigen Position zu halten. Der suffiziente Verschluss der ACM galt 
als bewiesen, wenn der rCBF Wert nach Einführen des Filaments abrupt um ≥ 80% des 
rCBF-Baseline-Wertes abfiel (109, 112). Anschließend wurde die Haut mit einer Einzel-
knopfnaht verschlossen und die Maus in eine Wärmebox gesetzt (s. 3.4.3). Nach Ablauf 
von 55 min wurden die Tiere neurologisch untersucht (s. 3.4.4) und erneut, wie oben be-
schrieben, anästhesiert. Nach 60 min wurde das Filament entfernt und die Ischämie be-
endet. Die offene Stelle der ACC wurde mit dem Fixierfaden distal verschlossen. Die 
Hautnaht erfolgte mit Einzelknopfnähten. Mäuse, die den WB-Analysen im Rahmen der 
Gpx4 Proteinkonzentrationsbestimmung zur Kontrollgruppe der scheinoperierten Tiere 
gehörten, wurden unter selbigen Bedingungen operiert, jedoch wurde das Filament nicht 
bis in die ACM vorgeschoben (s. 3.5). 
 
Abbildung 12: Schematische Darstellung 
der Hinrgefäßanatomie. Ansicht von basal: 
Die grauen Lettern bezeichnen die Hirnteile: 
R = Riechhirn, G = Großhirn, K = Kleinhirn, H 
= Hirnstamm. Die schwarzen Lettern die Ge-
fäße: ACA = A. cerebri antrior, ACI = A. caro-
tis inerna (re. im Bild mit Filament), ACoP = 
A. communicans posterior, ACP = A. cerebri 
posterior, ACS = A. cerebelli superior, AB = 
A. basilaris, AV = A. vertebralis, AP = A. 
pterygopalatina, AO = A. occipitalis, ATS = A. 
thyroidea superior, ACE = A. carotis externa, 




































3.4.2.1 Exkurs: Filamente zur Okklusion der A. cerebri media 
Die Filamente, die für die Okklusion der ACM verwendet worden sind, wurden in unserem 
Institut von den Operateuren nach einem etablierten Verfahren selbst hergestellt (113). 
Hierzu teilte man einen monofilen 8/0 Faden in 12 mm lange Stücke. Die Fadenstücke 
wurden anschließend zu ⅔ in Silikon-Abformmaterial getaucht und getrocknet. Während 
der Anfertigung der Doktorarbeit wurde unsere Arbeitsgruppe auf kommerziell erhältliche 
fMCAO Filamente der Firma Doccol aufmerksam. Diese hatten zur Erhöhung der Repro-
duzierbarkeit eine exakt 2 (± 0,2) mm lange Silikonspitze. Daraufhin entschlossen wir uns 
ebenfalls nur die ersten 2 mm unserer „selfmade“ Filamente mit Silikon zu umhüllen. Die 
Haltbarkeit und Handhabung und somit der Kosten-/Zeitnutzen der kommerziell erwerbli-
chen Filamente waren besser als die der selbsthergestellten kurzbeschichteten Filamente. 
Deswegen wurden die Doccol Filamente für alle in dieser Arbeit durchgeführten Versuchs-
reihen – außer für die Standardisierung – verwendet. Zum Vergleich der Filamente s. Ab-
bildung unten. 
 
Abbildung 13: Mikroskopische 
Aufnahme der fMCAO-Filamente. 
A) Zu ⅔ umhülltes Filament aus 
eigener Herstellung. B) 2 mm um-
hülltes Filament aus eigener Herstel-
lung. C) 2 mm Filament der Firma 
Doccol. Die Maßstableiste entspricht 
1 mm.  
 
 
3.4.3 Versorgung der Tiere während der Ischämie- und Reperfusionszeit 
Während der Ischämiezeit, als auch während der Reperfusionszeit ist die Regulation der 
Körpertemperatur beeinträchtigt (108). Deswegen verbrachten die Tiere die Ischämiezeit 
in einer Wärmebox bei 35°C. Für die Reperfusionszeit wurden die Tiere wieder in ihre 
gewohnten Käfige zu ihren gewohnten Käfiggenossen gesetzt. Der Käfig wurde dann für 
die gesamte Reperfusionszeit in einen Wärme-Haltungsschrank bei 28°C gestellt. Um den 
Tieren den Zugang zu Futter und Wasser zu erleichtern, wurden Futter-Pellets auf dem 
Käfigboden verteilt. Zusätzlich wurden kleine Schalen mit Wasser und aufgeweichten Fut-
ter-Pellets auf dem Boden platziert. Bei einer Reperfusionszeit von 24 h erhielten die Tie-
re am nächsten Morgen weitere 0,1 mg Carprofen s.c. zur Analgesie. Nach dem Ende der 
Reperfusionszeit wurden die Tiere neurologisch untersucht (s. unten) und in tiefer Isoflu-
ran-Anästhesie durch zervikale Dislokation schmerzfrei getötet. Anschließend wurde das 






3.4.4 Neurologische Untersuchung 
Die neurologischen Befunde der Tiere wurden zu zwei Zeitpunkten erfasst: Die erste Un-
tersuchung erfolgte noch während der Ischämie kurz vor der Filament-Entfernung. Eine 
weitere neurologische Untersuchung erfolgte am Ende der Beobachtungszeit nach 24 
Stunden. Zur Evaluation der neurologischen Befunde verwendeten wir einen modifizierten 
Neuroscore nach Bederson (114). Während der Durchführung der neurologischen Unter-
suchung wurde auf eine ruhige Umgebung geachtet. 
 
Abbildung 14: Modifizierter Neuroscore nach Bederson. Die neurologischen Befunde wurden 
in fünf Schweregrade unterteilt (0 – 4 Punkte). Dabei stehen 0 Punkte für ein neurologisch unauf-
fälliges Verhalten. 1 Punkt entspricht dem Bild einer paretischen kontralaterealen Vorderpfote 
und/oder einer beeinträchtigten Schnurrhaarsensibilität (keine Kopfdrehung bei Berührung der 
Schnurrhaare). Ein Neuroscore von 2 Punkten wird durch das Kreiseln der Maus definiert. Bei 3 
Punkten hat die Maus ihren Standreflex verloren, kreiselt sehr stark bzw. rollt sich auf den Rücken. 
4 Punkte wurden bei deutlich reduziertem Zustand, beispielsweise bei keiner Spontanbewegung, 
vergeben. Die Vergabe von halben Punkten war möglich. 
3.4.5 Gefrierschnitte, Nissl-Färbung und Infarktvolumetrie 
Nach der Hirnentnahme wurden die Gehirne auf Trockeneis schockgefroren und an-
schließend bei – 20°C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt. Sowohl für die Infarktgrö-
ßenbestimmung als auch für die Immunfluoreszenz (IF) wurden Gefrierschnitte genutzt. 
Hierfür wurden die Gehirne in TissueTek® eingebettet und im Kryostaten geschnitten. 
Insgesamt wurden pro Gehirn 12 Schnitte à 10 µm im Abstand von 750 µm auf einen Ob-
jektträger aufgenommen. Die Anzahl der Schnitte pro Gehirn wurde bei der Berechnung 
des Infarktvolumens berücksichtigt (s. Formel unten). 
Zur Kresylviolett-Färbung nach Nissl wurden die Objektträger kurz in 70% Ethanol gege-
ben, anschließend in die Färbelösung getaucht, kurz gewaschen und in einer aufsteigen-
den Alkoholreihe entwässert und fixiert (genaues Färbeprotokoll s. Tab. unten). Die ge-
färbten Schnitte wurden in Roti-Histokitt® Eindeckmedium eingedeckelt und über Nacht 
getrocknet. 
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Tabelle 7. Protokoll der Kresylviolett-Färbung nach Nissl. 
Schritt Lösung Dauer 
1 70% Ethanol 2 min 
2 Kresylviolett (fertige Lösung) 15 min 
3 ddH2O Kurz eintauchen / spülen 
4 ddH2O Kurz eintauchen / spülen 
5 70% Ethanol Kurz eintauchen / spülen 
6 96% Ethanol Kurz eintauchen / spülen 
7 99% Ethanol Kurz eintauchen / spülen 
8 100% Isopropanolol 2 min 
9 Xylol 5 min 
10 Xylol 5 min  
Nach abgeschlossener Kresylviolett-Färbung, Versieglung und Aushärtung erfolgte die 
Infarktflächen-Messung pro Schnitt. Die Schnitte wurden unter dem Mikroskop fotografiert 
und mit Hilfe der Axiovision Software vermessen (Infarktfläche, Hemisphärenfläche ipsla-
teral und kontralateral). Die Infarktgröße konnte dann näherungsweise mit folgender For-
mel berechnet werden:  
!"	[%%&] = (A+ + -. + -& +⋯-0) 	× 	0,75 
VI	=	Infarktvolumen,	A	=	Infarktfläche	auf	einem	Schnitt,	n	=	Anzahl	der	Schnitte	
Für die Immunfluoreszenz (s. 3.4.6) wurden nach dem 4., 6. und 8. Schnitt je drei 10 µm 
dünne Serienschnitte auf gesonderte Objektträger aufgenommen. Die Objektträger für die 
IF befanden sich während des Schneidens stets innerhalb des Kryostaten bei – 20°C bzw. 




Abbildung 15: Gefrierschnitte für Infarktvolumetrie und IF. Exemplarische Schnitte eines Hirns 
nach fMCAO. Der Infarkt ist durch die Erbleichung auf den einzelnen Schnitten erkennbar und hier 
zur Verdeutlichung rot umrandet. Die 12 Ebenen (1-12) werden für die Infarktvolumetrie verwendet. 
Für die IF werden nach den Ebenen 4, 6 und 8 zusätzliche Objektträger mit Serienschnitten ange-
fertigt (s. Pfeile in Abb.). Die Maßstableiste entspricht 5 mm. 
3.4.6 Doppelfärbungen: Immunfluoreszenz und TUNEL-Färbung 
Zum Nachweis einer für Apoptose typischen DNA Fragmentierung wurde an zusätzlich 
angefertigten Gefrierschnitten eine TUNEL-Färbung durchgeführt (115). 
 
Abbildung 16: Schematische Darstellung der TUNEL-Färbung. Die DNS-Fragmentierung wird 
nachgewiesen, indem die Terminale-deoxynucleotidyl-Transferase (TdT) an die fragmentierten und 
deshalb frei liegenden 3-OH-Enden der DNS-Fragmente Desoxyuridin-Triphosphat (dUTP) anla-
gert (115). Hieran bindet der Fluorescein konjugierte Anti-Digoxigenin Antikörper, welcher zur De-
tektion grün fluoresziert. 
Zur Identifikation der TUNEL-positiven Zellen wurden Doppelfärbungen durchgeführt. Zur 
Färbung der Zellkörper von Neuronen wurde das Neuron Specific Nuclear Protein (NeuN) 
genutzt. Analog dazu wurde für die Astrozyten Glial Fibrillary Acid Protein (GFAP) ver-
wendet. Mikroglia wurde mit Ionized Calcium Binding Adaptor Molecule 1 (Iba1) gefärbt. 
Bei der Mikrogliafärbung wurde nicht mit TUNEL, sondern mit Microtubule Associated 
Protein 2 (Map2) gegengefärbt. Map2 ist eine Neuronenfärbung und wurde hier zur In-
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farktmarkierung anstelle der TUNEL-Färbung verwendet, um eine Kreuz-Reaktion der AK 
zu vermeiden. Für genauere Angaben zu den verwendeten primären AK s. Tabelle 3. 
Da die TUNEL-Färbung grün fluoreszierte, wurde ein Cy3-gekoppelter sekundärer AK 
(rot) für die Doppelfärbungen verwendet. In der Bildfusion der Doppelfärbungen (grüne 
TUNEL-Färbung und rote NeuN-/GFAP-Färbung) erschienen doppeltpositive Zellen gelb. 
Für genauere Angaben zu den verwendeten sekundärer AK s. Tabelle 4. 
3.4.6.1 Durchführung der Doppelfärbungen 
Protokoll der Grundfärbung für Neuronen, Astrozyten bzw. Mikroglia 
Auf jedem Objektträger befanden sich 3 Schnitte: Zwei vollständig gefärbte Schnitte zur 
Analyse sowie eine Negativkontrolle (nur sekundärer AK), um Artefakte durch unspezifi-
sche Bindungen der sekundären AK ausschließen zu können. Die Objektträger wurden 
bei Raumtemperatur (RT) aufgetaut, in PBS rehydriert und anschließend in 4% PFA für 
15 min postfixiert. Nach der Fixierung wurden die Objektträger in PBS gewaschen (3 x 2 
min) und 10 min bei RT im Blocking-Puffer (PBS, 5% BSA, 0,1% Tween20) geblockt. 
Nach einem weiteren Waschgang wurde jeder einzelne Schnitt mit einem DakoPen® 
Fettstift umrandet und anschließend über Nacht bei 4°C mit dem jeweiligen primärem AK 
inkubiert. Die Kontrollschnitte wurden nur mit Blocking-Puffer versehen. Im nächsten 
Schritt wurden die Objektträger in PBS gewaschen (3 x 2 min) und für 1 h bei RT mit dem 
Cy3-gekoppelten sekundärem AK inkubiert. Ab hier wurden die Objektträger stets vor 
Licht geschützt. 
Protokoll der TUNEL-Färbung 
Nach abgeschlossener Zellfärbung konnte mit der TUNEL-Färbung begonnen werden. 
Dazu verwendeten wir das ApopTag® Detection Kit von Millipore (s. 2.7) gemäß den Her-
stellerangaben. Für die TUNEL-Färbung wurde der sekundäre AK mittels PBS von den 
Schnitten gewaschen (3 x 2 min). Anschließend wurden die Schnitte kurz (mind. 10 sec.) 
mit Equibrilation Buffer und gleich danach mit dem TdT Enzyme-Mix (30% TdT-Enzym, 
70% Reaction Buffer) für 1 h bei 37°C inkubiert. Auf die Negativkontrollen wurde lediglich 
Reaction Buffer pipettiert. Danach wurden die Objektträger mit Stop/Wasch Buffer bei RT 
für 10 min inkubiert und kurz in PBS gewaschen. Der Anti-Digoxigenin-Fluorescein Anti-
body-Mix (Fluoreszein-konjugierter Anti-Digogxigenin-AK: 47% AK, 63% „Blocking Soluti-
on“) wurde für 30 min bei RT auf die Schnitte gegeben. Danach wurden die Objektträger 
in PBS gewaschen (4 x 2 min). Im letzten Schritt wurden die Objektträger für 5 min mit 
DAPI gegengefärbt. Die DAPI Färbung färbt alle Zellkerne an und diente beim Mikrosko-
pieren der Übersichtlichkeit und zur besseren Orientierung. Zuletzt wurden die Schnitte 
erneut kurz in PBS gewaschen und in ProLong® Eindeckelmedium eingedeckelt und über 




Abbildung 17: Schematische Darstellung der Immunfluoreszenz-Auswertung. Es sind drei 
Hirnschnitte für die drei Doppelfärbungen (NeuN/Cy3 + TUNEL, GFAP/Cy3 + TUNEL und 
Iba1/Alexa488 + Map2/Cy3) abgebildet. Der Infarkt ist orange dargestellt. Für alle Doppelfärbun-
gen gilt: Fünf Auswertebereiche (regions of interest = ROI) entlang des Peri-Infarktbereiches wur-
den ausgewählt. Die ROIs wurden gleichmäßig über die gesamte Länge des Peri-Infarktbereichs 
verteilt (blaue Kästchen). Zur Kontrolle wurden auf der kontralateralen Hemisphäre zwei Regionen 
untersucht (grüne Kästchen). Diese wurden so gewählt, dass je ein Bereich aus dem kortikalen 
und einer aus dem striatalen Auswertebereich der ipsilateralen Seite auf die kontralaterale Seite 
gespiegelt worden war. Der zu analysierende Bildbereich wurde so eingestellt, dass die Infarkt-
grenze das Gesichtsfeld halbierte (s. weiße Linie i. d. Gesichtsfelddarstellung). Bei der Doppelfär-
bung für Iba1 + Map2 wurden zusätzlich je Hemisphäre zwei Auswertebereiche in 1000-facher 
Vergrößerung angefertigt (rote Kästchen). Diese dienten der genaueren Begutachtung der Morpho-
logie der Mikroglia.  
Am Ende der Analyse aller Objektträger einer Doppelfärbung wurde der erste Objektträ-
ger ein zweites Mal analysiert, um eventuelle anfängliche Abweichungen auszuschließen. 
Die jeweiligen Belichtungszeiten für die kontralateralen Kontrollen und die ipsilateralen 
Auswertungsbereiche wurden gleich gehalten. 
3.5 Proteinanalyse 
3.5.1 Gewebegewinnung zur Bestimmung der Gpx4 Expression nach 
Ischämie 
Zur Untersuchung der Gpx4 Expression nach unterschiedlichen Reperfusionszeiten ana-
lysierten wir definierte Bereiche ischämischer Gehirne mittels Western Blot (WB). Für die 
Expressionsstudie wurden C57BL/6 Mäuse wie unter 3.4 beschrieben operiert und präpa-
riert. Die Gehirne wurden entnommen und für die WB-Analyse mit Hilfe einer Maus-
NeuN + TUNEL GFAP + TUNEL Iba1 + Map2
= Kontrolle kontralateral 
= ROI 1000-fache Vergrößerung






Hirnmatrix noch vor dem Einfrieren in standardisierte Stücke aufgeteilt (s. Abb. unten). 
Hierfür wurde unmittelbar vor der Hirnentnahme mit einer spitzen Sonde die Höhe des 
Bregmas im darunterliegenden Hirngewebe markiert. Das entnommene Gehirn wurde 
anschließend auf einer Hirnmatrix platziert. So konnte ein genau definierte Hirnscheibe 
von 2 mm dorsal des Bregmas entnommen werden. Der Schnitt wurde mit einem Skalpell 
in drei Teile geteilt. Die kontralaterale Hemisphäre wurde als Kontrolle verwendet. Ipsilate-
ral wurde das Gehirn in „Infarkt-Kern“ und „Penumbra“ unterteilt. Für den „Infarkt-Kern“ 
wurde Gewebe im Bereich des Striatums, v. a. Caudatum, Putamen und piriformer Kortex, 
entnommen; Bereiche die bereits während der Ischämie absterben (12, 14, 109, 116). Der 
Bereich der „Penumbra“ bestand aus Gewebe des Neokortex. Es wurde dabei stets da-
rauf geachtet, dass die Versorgungsgebiete der A. cerebri anterior et posterior entfernt 
worden sind und so nicht in die Analysen einflossen. Ebenso wurde auf die absolute 
Gleichbehandlung aller Gehirne geachtet (s. Abb. unten). Das Gewebe für die WB-
Analysen wurde schockgefroren und bei – 80°C bis zur Weiterverarbeitung aufbewahrt. 
Jedes Gel wurde mit Gewebelysaten aus Maushoden (Positivkontrolle), Größenmarkern, 
Gehirnen von unbehandelten Mäusen, Gehirnen von scheinoperierten Mäusen und Ge-
hirnen von Mäusen, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach einer fokalen zerebralen 
Ischämie getötet wurden (3, 6 und 24 h), beladen. 
 
Abbildung 18: Schematische Darstellung der WB-Versuchsgruppen und Gewebegewinnung 
zur Proteinanalyse. Jede Versuchsgruppe bestand aus je vier C57BL/6 Mäusen. Eine Gruppe 
nicht operierter Tiere (Non-Treated = NT), eine Gruppe Scheinoperierter (SH) sowie operierte Tie-
re, die sich in ihrer Reperfusionszeit (3h, 6h bzw. 24h) unterschieden. Die Gehirne wurden ent-
nommen und mittels Hirnmatrix ist eine definierte Ebene (2 mm post Bregma) in die zu analysie-
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3.5.2 Aufbereitung der Proteine 
Alle im Folgenden beschriebenen Schritte erfolgten bei 4°C. In 500 µl LCW-Lyse-Puffer 
(s. 2.6) wurden 50 mg Gewebe gelöst. Es wurde jeweils 50 mg Gewebe in 500 µl LCW-
Lyse-Puffer aufgenommen mit Hilfe einer 5 mm großen Metallkugel in einem 2 ml Eppen-
dorf-Röhrchen für drei Minuten bei 50 Hz in einem gekühlten Tissue-Lyser® (Quiagen) 
homogenisiert. Die so homogenisierten Proben ruhten fünf Minuten auf Eis. Anschließend 
wurden die Proben in 1,5 ml Eppendorf-Röhrchen überführt und bei 4°C mit 13 000 g für 
30 min zentrifugiert. Zuletzt wurde der Proteinüberstand in neue Röhrchen pipettiert und 
bei – 80°C aufbewahrt oder direkt weiterverarbeitet.  
3.5.3 Proteinquantifizierung 
Die Proteinquantifizierung erfolgte mittels kommerziellem BCA-Assay (Thermo Scientific) 
gemäß den Herstellerangaben. Hierfür wurde zunächst eine Protein-Standardkurve mit-
tels einer BSA-Verdünnungsreihe (0 mg/ml – 2000 mg/ml) erstellt. Die BSA- und Protein-
proben wurden in entsprechender Verdünnung für 30 min bei 37°C mit den BCA-
Reagenzien (Thermo Scientific) inkubiert. Anschließend wurde die optische Dichte der 
Proben in einem Spektrophotometer (s. 2.1) bei 560 nm gemessen. Die Proteinkonzentra-
tion wurde mittels linearer Regression berechnet. 
Fiel bei der Quantifizierung das Gütemaß der linearen Regression R
2
 < 0,96 aus, wurde 
der BCA-Assay neu angesetzt und wiederholt, sodass stets die exakte Menge Protein pro 
Probe berechnet wurde. Für jede Proteinquantifizierung wurde eine neue Standardkurve 
erstellt. 
3.5.4 Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die Proteine wurden ihrer Größe nach in einem elektrischen Feld mittels SDS-PAGE in 
einem kontinuierlich graduierten kommerziell erhältlichen Polyacrylamid-Gel (8-16%) auf-
getrennt. In jede Geltasche wurde ein definiertes Volumen (25 µl) mit gleicher Protein-
menge (25 µg) pipettiert. Hierfür musste die entsprechend berechnete (s. oben) Menge 
Lämmli-Puffer (reduzierend, 5 X) zur entsprechenden Menge Protein gegeben werden. 
Anschließend wurden die Proben bei 95°C für 5 min hitzedenaturiert. Zur Größenbestim-
mung der Banden wurden stets 5 µl eines Protein-Größenstandards aufgetragen. Als Po-
sitivkontrolle für die Gpx4-Bande diente eine Gewebeprobe aus Hoden, einem besonders 
Gpx4-reichen Gewebe (55, 65, 72). Die Elektrophorese-Kammer wurde mit Running-
Puffer (1 X) gefüllt und eine konstante Spannung (100 V) angeschlossen. 
3.5.5 Western Blot 
Nach der SDS-PAGE mussten die Proteine aus dem Gel auf eine PVDF-Membran über-
tragen werden. Hierfür wurde die Technik des Nasstransfers verwendet. Die angelegte 
Spannung betrug 100 V. Das Blotten dauerte 1 h und wurde bei 4°C durchgeführt. 
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Nach dem Blotten haben wir die PVDF-Membran mittels PonceauS-Lösung für 5 min an-
gefärbt, um die Qualität des Proteintransfers zu überprüfen. Das Gel wurde zeitgleich für 
2 h mit Coomassie-Blau gefärbt. Beide Färbeergebnisse (Membran und Gel) wurden ge-
scannt und dokumentiert. Um unspezifische AK-Bindungsstellen zu minimieren, wurde die 
Membran anschließend für 1 h im Blocking-Puffer bei RT auf dem Wippschüttler inkubiert. 
Im nächsten Schritt wurde die Membran unter konstanter Bewegung mit dem primären AK 
(verdünnt in Blocking-Puffer, 1:1000) 1 h bei RT inkubiert. Um überschüssigen AK zu ent-
fernen, folgten drei Waschschritte, je 10 min in 1X TBST. Nachfolgend wurde die Memb-
ran im sekundären AK für 1 h bei RT inkubiert und abschließend, wie oben beschrieben, 
gewaschen. Die Auswertung der Membran erfolgte mittels Chemilumineszenz-Signal, 
dafür wurde die Membran mit einer Detektionslösung (Millipore) gemäß den Herstelleran-
gaben  behandelt. Das Chemiluminiszenssignal wurde digital sichtbar gemacht und do-
kumentiert. Wurde dieselbe Membran für einen weiteren WB verwendet, wurde sie 10 min 
in Stripping-Puffer inkubiert, gewaschen und erneut im Blocking-Puffer geblockt. 
3.6 Experimentelles Design und Versuchsgruppen 
Für einen kurzen Überblick werden im Folgenden alle Versuchsgruppen mit Zielsetzung 
knapp zusammengefasst und tabellarisch dargestellt. 
3.6.1 fMCAO Standardisierung 
Zur Erlernung der fMCAO wurden mehrere Standardisierungen durchgeführt. Dies diente 
sowohl der stabil reproduzierbaren Erlernung des Modells, der Erlernung der sicheren 
Handhabung der Proben samt Aufbereitung (Hirnentnahme, Anfertigung von Gefrier-
schnitten und Färbungen) sowie der Überprüfung des Lernerfolges selbst. Die fMCAO galt 
als stabil reproduzierbar, wenn die Standardabweichung (SD = standard deviation) der 
Infarktgröße ≤ 20% des Mittelwertes betrug. Zur genauen Beschreibung der Durchführung 
s. 3.4. 
Tabelle 8. Experimentelles Design der fMCAO Standardisierungen. STD = 
Standardisierung 
 1. Vor-STD 2. Vor-STD 3. Vor-STD Finale STD 
Mauslinie C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 
n 8 13 11 9 
Versuche fMCAO fMCAO fMCAO fMCAO 
Ziel Methode der fMCAO stabil und reproduzierbar erlernen (SD ≤ 20%). 
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3.6.2 Western Blot Analyse: Gpx4 Expression nach zerebraler Ischämie 
Nach der Erlernung der fMCAO sollte die Gpx4 Expression nach Ischämie analysiert wer-
den. Dies diente u. a. der Bestimmung der optimalen Reperfusionszeit in Bezug auf die 
mögliche Veränderung der Gpx4 Expression im Gehirn nach Ischämie. 
Tabelle 9. Experimentelles Design der Gpx4 Expression nach Schlaganfall. NT = 
Non treated, SH = Scheinoperiert, Re(t) = Reperfusionszeit 
 NT SH 3 h Re(t) 6 h Re(t) 24 h Re(t) 
Mauslinie C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 C57BL/6 












Ziel Gpx4 Expressionsanalyse nach zerebraler Ischämie. 
3.6.3 Infarktvolumetrie und Immunfluoreszenz: Gpx4AstWT und Gpx4AstKO 
Um die Folgen des astrozytenspezifischen KO nach ischämischem Schlaganfall zu unter-
suchen, wurde den Tieren nach dem Absetzen in der 4. Lebenswoche, wie unter 3.2 be-
schrieben, Tamoxifen verabreicht. Zeitgleich wurden die Tiere genotypisiert und in KO 
und WT eingeteilt. Nach der letzten Tamoxifen-Gabe wurde drei Wochen abgewartet, um 
eine möglichst hohe Rekombinationsrate zu erreichen und das verabreichte Tamoxifen 
aus dem System zu bringen, um so mögliche Tamoxifen-Effekte auf die Versuche zu ver-
hindern (117). Anschließend wurden die Tiere, wie oben beschrieben, randomisiert und 
verblindet, operiert und das Hirngewebe analysiert (s. Tab. unten). Um den Infarktbereich 
bei Gpx4
AstWT bzw. KO
 nicht nur makroskopisch zu untersuchen, sondern auch mikroskopisch 
einen Blick auf den Zelltod im Peri-Infarktbereich zu werfen und die Morphologie der 
Mikroglia und Astrozyten näher zu untersuchen, wurden bei sechs der oben genannten 
Tiere (n = 3 für Gpx4
AstWT
, n = 3 für Gpx4
AstKO
) zusätzlich Immunfluoreszenz-
Doppelfärbungen (TUNEL + NeuN/Cy3, TUNEL + GFAP/Cy3 bzw. Iba1/Alexa488 + 
Map2/Cy3) angefertigt und analysiert. Für eine detailliertere Beschreibung s. 3.4.5 und 
3.4.6.  
Tabelle 10. Experimentelles Design der Gpx4AstWT bzw. KO Mäuse. 
 Gpx4AstWT Gpx4AstKO 
n 14 bzw. 3 10 bzw. 3 
Versuche fMCAO und IF/TUNEL fMCAO und IF/TUNEL 
Ziel 
Auswirkungen des astrozytären Gpx4-Verlustes auf Infarktgröße, Neuro-
score und Zelltod im Peri-Infarktbereich. 
Methoden 48 
3.6.4 Vitamin-E Deprivation 
In einer weiteren Versuchsreihe sollte zusätzlich zum astrozytären Gpx4-Verlust den 
Mäusen vier Wochen lang, zur Verstärkung des oxidativen Stresses, eine Vitamin-E Man-
geldiät vorgesetzt werden. Das Standardfutter enthielt einen Vitamin-E Gehalt von 50 
mg/kg, das Vitamin-E Mangelfutter lediglich 7 mg/kg. Die Diät erhielten die Tiere direkt 





Tieren wurden als Kontrollgruppe auch Vitamin-E-gemangelte 
C57BL/6 Tiere operiert. Anschließend wurden die Infarktgrößen sowie die neurologischen 
Befunde ausgewertet. Den synergistischen Effekt von Vitamin-E und Gpx4 konnten viele 
Forschungsgruppen nachweisen, zuletzt auch im Kontext endothelspezifischer Gpx4-KO 





Tiere nach dem Absetzten simultan mit der Tamoxifen-Gabe für vier Wochen auf eine 
Vitamin-E Mangeldiät gesetzt und anschließend operiert. Zur Kontrolle sowie zur Untersu-
chung der Auswirkungen einer reinen Vitamin-E Mangeldiät auf das Infarktvolumen wur-
den C57BL/6 Mäuse gleichen Alters für denselben Zeitraum Vitamin-E gemangelt und 
einer fMCAO unterzogen und mit einer entsprechenden Kontrollgruppe unter Standarddiät 
verglichen. 
Tabelle 11. Experimentelles Design Vitamin-E-Mangelfutter. 
 C57BL/6 C57BL/6 Gpx4AstWT Gpx4AstKO 
n 12 8 11 13 
Futter Standardfutter Vitamin-E-Mangelfutter 
Versuche fMCAO fMCAO fMCAO fMCAO 
Ziel 
Auswirkungen von Vitamin-E-Mangel als zusätzlicher Stressor zum astro-
zytären Gpx4-Verlust. 
3.6.5 Infarktvolumetrie Gpx4NeuWT und Gpx4NeuKO Tiere 





 Mäuse einer fMCAO unterzogen und die korrespondierenden Daten analy-
siert.  
Tabelle 12. Experimentelles Design der Gpx4NeuWT/KO Mäuse. 
 Gpx4NeuWT Gpx4NeuKO 







Auswirkungen des neuronalen Gpx4-Verlustes auf Infarktgröße und Neuro-
score. 
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3.7 Statistische Analyse 
Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte mittels des Statistikprogramms Sig-
maPlot. Um zwei unverbundene Gruppen zu vergleichen, wurde der Wilcoxon-
Rangsummen-Test (Mann-Whitney Rank Sum Test) bzw. Shapiro-Wilk Test genutzt. 
Beim Vergleich von verbundenen Daten wurde die statistische Analyse mittels des Wil-
coxon-Vorzeichen-Rangsummen-Tests (Signed Rank Test) durchgeführt. Falls es nicht 
anders vermerkt ist, sind alle Ergebnisse in den Abbildungen als Mittelwert (MW) ± Stan-
dardfehler vom Mittelwert (SEM) angegeben. Als statistisch signifikant galt ein p-Wert von 
< 0,05. 
Tiere mit einer nicht regelhaften fMCAO wurden von der statistischen Analyse ausge-
schlossen. Ausschlusskriterien waren wie folgt: 
• Tiere, die vor Versuchsende verstarben. 
• Tiere, bei denen der rCBF nicht um ≤80% fiel und die zusätzlich in der Kresylvio-




Die fMCAO ist ein aufwändiges mikrochirurgisches Schlaganfallmodell. Um die Rolle der 
Gpx4 in diesem Schlaganfallmodell valide untersuchen zu können, muss das Modell stabil 
reproduzierbar sein. Das gründliche Erlernen und Üben dieses Modells erfordert Zeit und 
ist unabdingbar, um in den folgenden Versuchen die Hauptfragestellung nicht durch Vari-
anzen in der Modellausführung zu gefährden. Zu diesem Zweck wurden C57BL/6 Mäuse 
einer fMCAO unterzogen. Der Lernprozess wurde mittels Standardisierungen (Stand.) 
objektiviert. Die insgesamt vier Standardisierungen wurden, wie oben beschrieben, an 7 
Wochen alten Mäusen durchgeführt. 
4.1.1 Vorversuche 
Die Vorversuche dienen dem Erlernen der OP-Technik. Wir haben uns entschlossen be-
reits von Anfang an die Daten der ersten operieren Tiere auszuwerten, um den gesamten 
Lernprozess zu dokumentieren. Die ersten drei Standardisierungen zeigen den Prozess 
des Erlernens der fMCAO, deswegen hier als „Vorversuche“ bezeichnet. Die Lernkurve ist 
anhand der kürzeren OP-Zeit pro Tier, des kleiner werdenden Infarktvolumens sowie der 
sinkenden SD-Werte zu erkennen. 
 
Abbildung 19: OP-Dauer der 
Vorversuche. In der 1. Standardi-
sierung (1. Stand.) betrug die OP-
Dauer im Durchschnitt 128 ± 27 
min pro Tier. Die OP-Zeit der 2. 
Stand. lag bei 58 min ± 16 min und 
die der 3. Stand. bereits nur noch 
bei 35 ± 3 min. Die Verbesserung 
der OP-Zeiten sind jeweils signifi-
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Abbildung 20: Infarktvolumina 
der Vorversuche. Das Infarktvo-
lumen der 1. Stand. betrug 118 ± 
51 mm³, das entspricht einem 
SD-Wert von 44%. In der 3. 
Stand. war die Infarktgröße be-
reits bei 83 ± 27 mm³, was einem 






4.1.2 Finale Standardisierung 
Die 4. und finale Standardisierung wurde nach gründlicher Übung vorgenommen. Die Me-
thode war nun stabil reproduzierbar, was an dem SD-Wert des Infarktvolumens von 17% 
zu erkennen ist. Deswegen werden im Folgenden die Daten der 4. Standardisierung nu-
ancierter betrachtet. Die n = 9 Tiere hatten ein Startgewicht von 20,3 – 23,7 g. Der Ge-
wichtsverlust nach 24 h Reperfusionszeit betrug im Schnitt 14% des Startgewichts. Nach 
korrekter Filamentplatzierung entsteht eine signifikante Hypoperfusion des Hirngewebes 
über dem Versorgungsgebiet der ACM. Diese Ischämie wird durch den rasch abfallenden 




Die rCBF-Werte der 4. Stand. 
fielen nach Gefäßokklusion auf 
17 % ± 2 % des Baseline-Wertes 
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* p < 0,004
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Wie in der Einleitung unter 1.2.3 beschrieben kann nach dem Einsetzen der Ischäme der 
Ionenkonzentrationsgradient nicht aufrecht erhalten werden. Es kommt zum Einstrom von 
Natrium und Kalzium in die Zelle und zum zytotoxischen Hirnödem. Diese Ödembildung 
ist auch makroskopisch anhand der ausgemessenen Hemisphärenvolumina nachzuvoll-
ziehen. Die ischämische Hemisphäre hatte im Vergleich zur kontralateralen Hemisphäre 
ein um 24% größeres Volumen (s. Abb. unten).  
 
Abbildung 22: Hemisphärenvolumina Standardisierung. Die kontralaterale Hemisphäre hatte 
ein Volumen von 169 mm3 ± 9 mm3, die infarzierte Hemisphäre ein Volumen von 209 mm3 ± 11 
mm3. Das Infarktvolumen betrug 115 mm3 ± 20 mm3 (SD-Wert = 17%). Daraus lässt sich ein in-
farktbedingtes Hirnödem von 24% ± 1% berechnen. Es fanden sich keine intrazerebralen Blutun-
gen. 
An dieser Stelle wird anhand der Daten der 4. Standardisierung das korrigierte Infarktvo-
lumen erläutert: Das Infarktvolumen wird, wie unter 3.4.5 beschrieben, berechnet. Daraus 
ergibt sich eine Absolutgröße in mm
3
. Störende Einflüsse wie z. B. unterschiedlich stark 
ausgeprägte Hirnschwellungen nach fMCAO oder in der Größe variierende Gehirne wer-
den hierbei nicht berücksichtigt. Um diese Störgrößen auszuschließen, wird das Infarktvo-
lumen als prozentualer Anteil der kontralateralen Hemisphäre angegeben. Das Ödem-
korrigierte Infarktvolumen wird mit folgender Formel berechnet: 
!"0789:;	:<99=>=?9; =



























Abbildung 23: Veranschaulichung des korrigierten Infarktvolumens. Der Absolutwert für das 
Infarktvolumen der 4. Standardisierung betrug 115 mm3 ± 20 mm3. Das Ödem-korrigierte Infarktvo-
lumen beträgt demnach 45% ± 9%. 
4.2 Gpx4-Expression nach Ischämie 
Zunächst sollte beantwortet werden, ob sich die Gpx4-Expression in der Folge nach ze-
rebraler Ischämie verändert. Deswegen wurde nach erfolgreicher Standardisierung der 
fMCAO die Gpx4-Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach Ischämie untersucht 
und mit nativen bzw. scheinoperierten Hirnen verglichen. Für diese Analysen wurden de-
finierte Hirnregionen nach verschiedenen Reperfusionszeiten nach fMCAO bzw. den Kon-
trollen entnommen und die Protein-Expression der Gpx4 mittels Western Blot untersucht. 
Gpx4 Antikörper Charakterisierung: 
Für die WB-Analysen zur Gpx4 standen dem Labor zwei verschiedene AK zur Verfügung: 
Ein etablierter und bis dato genutzter Gpx4-AK aus Rattenserum, hergestellt von Frau Dr. 
Elisabeth Kremmer (Helmholz Zentrum, München) und ein kürzlich auf dem Markt er-
schienener, kommerziell erhältlicher Gpx4-AK der Firma Abcam (s. Tabelle 3). Zur Etablie-




























































Abbildung 24: Gpx4 Antikörper Charakterisierung. A) WB aus Hirn- und Lebergewebe. Der 
custom-made AK (CUST) von Dr. Elisabeth Kremmer zeigte im Vgl. zum kommerziell erhältlichen 
AK (KOMM) der Firma Abcam schwächere Banden. Für den Abcam-AK ergab sich kein Unter-
schied zwischen reduzierenden (RED) und nicht-reduzierenden (NON-RED) Bedingungen. B) In 
der Analyse der WB-Ergebnisse verschiedener Gewebe bestätigte sich Hodengewebe (Testis) als 
geeignete Positivkontrolle. 
Gpx4 Expression nach zerebraler Ischämie: 
Nach der Etablierung eines geeigneten WB-Protokolls für den kommerziell erhältlichen 
Gpx4-AK wurden C57BL/6 Tiere einer fMCAO unterzogen und definiertes Hirngewebe 
wurde zu verschiedenen Zeitpunkten nach Reperfusion bzw. von nativen oder scheinope-
rierten Tieren für die WB-Analysen entnommen (s. 3.5.1). Für definierte Hirnbereiche 
wurden WB durchgeführt. Die Abbildungen unten zeigen drei repräsentative WB. Die 
Banden der Hirnproben aus dem Striatum zeigen nach 24 h Reperfusionszeit einen signi-
fikanten Anstieg der Gpx4-Expression. Diese Resultate bestärken bereits publizierte Da-
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Abbildung 25: Gpx4 Expression nach fMCAO. A) zeigt die definierte Hirnscheibe 2 mm post 
Bregma (s. 3.6.2) mit den entsprechenden Hirnarealen für die Analyse: Ipsilaterales Striatum als 
„Infarkt-Kern“ (orange Fläche), Cortex als „Penumbra“ (dunkelblaue Fläche) und kontralaterale 
Hemisphäre als Kontrolle (graublaue Fläche). B) Repräsentativer WB der Kontrolle, erwartungs-
gemäß mit gleichmäßiger Gpx4-Expression in allen Versuchsgruppen. C) Repräsentativer WB der 
„Penumbra“: Auch hier ist die Gpx4-Expression unverändert. D) Repräsentativer WB des „Infarkt-
Kerns“. Hier ist nach 24 h Reperfusionszeit im Vergleich zu den anderen Gruppen ein Anstieg der 
Gpx4-Expression zu sehen. T+ = Positivkontrolle Testis, MARK = Marker/Größenstandard, NT = 














4.3 Rolle der astrozytären Gpx4 nach zerebraler Ischämie 
Wir konnten somit zeigen, dass die Gpx4-Expression im Gehirn 24 h nach Ischämie deut-
lich ansteigt. Demnach lässt sich schlussfolgern, dass die Gpx4 in der Akutphase nach 
Ischämie möglicherweise eine wichtige Rolle spielt. Um die Frage nach der zellspezifi-




4.3.1 fMCAO bei Gpx4AstWT und Gpx4AstKO 
4.3.1.1 Laser-Doppler, Herzfrequenz, Gewichtsverlust und Hirnschwellung  
Die korrekte Okklusion der ACM für alle Versuchstiere zeigten die rCBF-Werte, die nach 
Filamentplatzierung auf ≤ 20% des Baseline-Wertes abfielen.  
Das Ausgangsgewicht der Tiere lag zwischen 20,4 – 23,4 g. Der postoperative Gewichts-
verlust, die Hirnschwellung sowie die Herzfrequenz sind in der Tabelle unten zusammen-
gefasst. 
Tabelle 13. Perioperative Parameter der Gpx4AstWT bzw. KO -Tiere. 
Parameter Gpx4AstWT Gpx4AstKO 
Abfall des Laser-Doppler-Fluxes (% Baseline) 14 ± 5 14 ± 5 
Mittlere Herzfrequenz pro Minute während der OP 568 ± 32 598 ± 16 
Gewichtsverlust nach 24 h (% Startgewicht) 15 ± 3 15 ± 3 
Hemisphärenschwellung (% kontralaterale Hemisphäre) 16 ± 6 17 ± 5 
Da alle erhobenen Parameter vergleichbare Werte zeigten, können diese Größen als 
mögliche Confounder ausgeschlossen werden und es kann von gleichen Voraussetzun-
gen für beide Versuchsgruppen ausgegangen werden. 
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4.3.1.2 Neuroscore und Infarktvolumetrie 
In der neurologischen Untersuchung zeigten die KO-Tiere während der Ischämie zu-
nächst einen schlechteren Neuroscore als die WT-Tiere. Nach 24 h Reperfusionszeit 
zeigten beide Versuchsgruppen vergleichbare neurologische Ergebnisse. Die Erholung 




Abbildung 26: Neuroscore der 
astrozytären Mausmutanten. Im 
modifizierten Neuroscore nach Be-
derson (s. 3.4.4) erreichen nach 1 h 
Ischämie die Gpx4AstWT-Tiere 1,5 ± 
0,5 Punkte. Die Gpx4AstKO-Tiere 
erreichten 2,1 ± 0,6 Punkte. Der 
Unterschied ist signifikant (p = 
0,025). Der Neuroscore nach 24 h 
Reperfusionszeit betrug 1,3 ± 0,8 für 





Der kortikale Infarkt entsteht durch den arteriellen Verschluss der ACM. Das Volumen des 
Infarktes wurde anhand von Gefrierschnitten bestimmt (s. 3.4.5). Die WT-Tiere zeigten ein 
geringfügig größeres Infarktvolumen als die KO-Tiere. Die Differenz war nicht signifikant. 
 
 
Abbildung 27: Infarktvolumetrie 
der astrozytären Mausmutanten. 
Die korrigierte Infarktgröße der 
Gpx4AstWT-Tiere betrug 38% ± 8% 
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4.3.2 Mikroskopische Analyse des Peri-Infarktbereichs 





 Mäusen nach Ischämie und 24 h Reperfusionszeit detektiert wer-
den. Ein weiteres Augenmerk sollte daher auf dem neuronalen und astrozytären Zelltod 
liegen, welcher sich aufgrund des astrozytären KO mikroskopisch ggf. unterscheiden 
könnte. Ferner noch sollte die Morphologie der Astrozyten und Mikroglia untersucht wer-
den. Hierfür wurde eine Neuronen-spezifische immunhistochemische Färbung (NeuN) in 
Kombination mit einer TUNEL-Färbung als Zelltod-Marker durchgeführt (s. Tabelle 3 und 
Tabelle 4). Untersucht wurden die Zellen im Peri-Infarktbereich, da dieser Bereich die 
Grenze zwischen irreversibel geschädigtem Infarktkern und noch vitalem Gewebe mar-





Objektträger (≙	9 Hirnschnitte pro Maus) analysiert. Die folgenden Abbildungen zeigen 
repräsentative Auswertebereiche jeweils einer Maus. 
4.3.2.1 Analyse des neuronalen Zelltodes  
Die Abbildung unten zeigt repräsentative Fluoreszenz-Doppelfärbungen aus dem Peri-
Infarktbereich von Neuronen mittels NeuN/Cy3 (rot) und TUNEL (grün). Zur Veranschauli-
chung der Antikörperspezifität zeigt die erste Bildreihe Schnitte, die nur mit sekundärem 
AK inkubiert worden sind. In der zweiten Reihe sieht man die kontralaterale Hemisphäre 
(Kontrolle) ohne TUNEL-positive Neurone. Die unterste Reihe zeigt ROIs aus dem Peri-
Infarktbereich. Nahezu alle TUNEL-positiven Zellen sind Neurone (s. unten).  
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Abbildung 28: Neuronaler Zelltod im Peri-Infarktbereich (Mikroskopie) A), B) und C) zeigen 
ROI aus dem AK-Kontrollschnitt (nur sekundärer AK). D), E) und F) zeigen die kontralaterale Kon-
trolle. Kontralateral zeigten sich erwartungsgemäß keine TUNEL-positiven Zellen (D, F) bei regel-
rechter NeuN-Färbung (E, F). G), H) und I) zeigen eine ROI im Peri-Infarktbereich: G) Die TUNEL-
Färbung, H) die NeuN-Färbung und I) die Bildfusion. TUNEL-positive Neurone erscheinen in I) 
gelb. Wie zu sehen, handelte es sich bei nahezu 100% aller TUNEL-positiven Zellen (G) um Neu-
rone. (I). Die Bilder wurden in 400-facher Vergrößerung aufgenommen, die Maßstableiste ent-
spricht 50 µm. Die weiße Linie indiziert die Infarktgrenze. 
Die TUNEL-positiven Neuronen im Peri-Infarktbereich wurden für jede einzelne ROI ge-
zählt und ausgewertet. Anschließend wurden zunächst die einzelnen ROI für sich analy-
siert und anschließend alle ROIs zusammengefasst und der gesamte ausgewertete Peri-






































Abbildung 29: Neuronaler Zelltod im Peri-Infarktbereich (statistische Auswertung): A) zeigt 
die einzelnen ROIs (1-5) im Vergleich. In ROI 1, am Übergang zwischen dem Versorgungsgebiet 
der ACM und ACA, zeigt sich bis zu ROI 5 ein Anstieg der TUNEL-positiven Neuronen. Im ROI 1 
sind es bei den Gpx4AstroWT-Tieren 60 ± 17 TUNEL-positive Zellen, bei den Gpx4AstroKO-Tieren 53 ± 
18. Diese Werte stiegen auf Werte in ROI 5 auf 90 ± 23 TUNEL-positive Zellen bei den WT-Tieren 
und auf 69 ± 21 bei den KO-Tieren an. B) zeigt die Gesamtheit aller TUNEL-positiver Neurone im 
Peri-Infarktbereich. Die Gpx4AstroWT-Tiere hatten im Schnitt 70 ± 22 TUNEL-positive Neurone pro 
ROI. Bei den Gpx4AstroKO-Tieren waren es 67 ± 25. In der kontralateralen Kontrolle fanden sich 
erwartungsgemäß keine TUNEL-positiven Neurone. 
Die ansteigende Zahl TUNEL-positiver Neurone von ROI 1 bis ROI 5 zeigt die gute Wahl 
der Auswertebereiche, da der vermehrte Zelltod in ROI 4/5 die auf Ischämie empfindliche-
ren Hirnregionen repräsentiert (s. 1.1.2). 





vergleichbar waren und kein wesentlicher Unterschied detek-
tiert werden konnte. 
4.3.2.2 Analyse der Astrozyten 
Nachdem keine Unterschiede für den neuronalen Zelltod nachgewiesen werden konnten, 
stellte sich die Frage, ob eine erhöhte Astrozyten-Aktivierung und/oder ein erhöhter Un-
tergang von Astrozyten zu beobachten ist. Zu diesem Zweck wurde eine astrozyten-
spezifische immunhistochemische Färbung (GFAP) in Kombination mit einer TUNEL-
Färbung als Zelltod-Marker verwendet. Die Färbungen wurden analog zur Neuronen-





























































Abbildung 30: Analyse der Astrozyten im Peri-Infarktbereich (Mikroskopie). Fluoreszenz-
Doppelfärbungen von Astrozyten mittels GFAP/Cy3 (rot) und TUNEL (grün). A), B) und C) zeigen 
die kontralaterale Kontrolle. Wie erwartet, fanden sich kontralateral keine TUNEL-positiven Zellen 
(A,C). Die GFAP-Färbung zeigte kontralateral regelrechte Astrozyten (B, C). D), E) und F) zeigen 
den Peri-Infarktbereich: D) Die TUNEL-Färbung, E) die GFAP-Färbung und F) die Bildfusion. Es 
zeigte sich eine höhere GFAP-positive Fläche im der Peri-Infarktbereich (E, F) verglichen mit der 
kontralateralen Kontrolle (B, C). Die unterste Bildreihe (G, H und I) zeigen den einzigen TUNEL-
positiven Astrozyten (weißer Pfeil). Die Bilder wurden in 400-facher Vergrößerung aufgenommen, 
die Maßstableiste entspricht 50 µm (A-I) bzw. 10 µm (G-I (vergrößerter Ausschnitt)). Die weiße 
Linie indiziert die Infarktgrenze. 
Aus der Analyse der TUNEL/NeuN-Doppelfärbungen (s. oben) wurde bereits ersichtlich, 
dass nahezu alle TUNEL-positiven Zellen Neurone waren. In der gesamten Auswertung 
der GFAP/TUNEL-Färbung (insgesamt 90 ROIs im Peri-Infarktbereich) fand sich nur ein 
einziger TUNEL-positiver Astrozyt (s. Abb. oben). Analog zur NeuN/TUNEL-
Doppelfärbung erfolgte zunächst die Analyse der einzelnen ROIs und anschließend des 
gesamten Peri-Infarktbereichs. Zur Untersuchung der Reaktivität von Astrozyten (s. 5.2.2) 











































Abbildung 31: Gpx4WT/KO-Astrozyten im Peri-Infarktbereich (statistische Auswertung). A) 
zeigt die einzelnen ROI (1 – 5) im Vergleich. Kongruent mit dem vermehrten neuronalen Zelltod 
von ROI 1 – RoI 5 (s. Abb oben) ist hier als Reaktion der Astrozyten eine steigende GFAP-positive 
Fläche von ROI 1 – ROI 5 zu erkennen. B) zeigt die Gesamtheit der GFAP-positiven Fläche im 
Peri-Infarktbereich verglichen mit der kontralateralen Kontrolle: Bei den Gpx4AstWT-Tieren waren 9 ± 
6% der Fläche GFAP-positiv, bei den Gpx4AstKO-Tieren waren es 10 ± 6%. Auf der kontralateralen 
Kontrolle waren es nur halb so viel: 4 ± 6% für die Gpx4AstWT-Tiere und 5 ± 6% für die Gpx4AstKO-
Tiere. Es konnte zwar kein Unterschied zwischen WT- und KO-Tieren gezeigt werden, jedoch fand 
sich ipsilateral (n = 6 für WT + KO) signifikant mehr GFAP-positive Fläche als kontralateral (p < 
0,001). Ein morphologischer Unterschied zwischen WT und KO Astrozyten war nicht ersichtlich.  
Insgesamt lässt sich sagen, dass kein wesentlicher Unterschied in der Astrozyten-





obachten war. Die GFAP-positive Fläche im Peri-Infarktbereich war jedoch deutlich größer 
als in der kontralateralen Kontrolle. Dies deutet auf eine Astrozytenaktivierung trotz Gpx4-
KO hin. 
4.3.2.3 Analyse der Mikroglia Reaktivität 
Zur Demaskierung der Infarktgrenze wurde bei der Analyse der Mikroglia anstelle der 
TUNEL-Färbung die Neuronen mit Map2 gefärbt, um eine mögliche AK-Kreuzreaktion zu 
vermeiden. Des Weiteren war aus den vorangegangenen Analysen der NeuN/TUNEL- 
sowie GFAP/TUNEL-Färbungen ersichtlich, dass keine TUNEL-positive Mikroglia-Zellen 
zu erwarten waren. Um eventuelle Unterschiede in der Morphologie der Mikroglia zu be-
obachten, wurden weitere Bilder in 1000-facher Vergrößerung eines ROI im Peri-
Infarktbereich und den entsprechenden kontralateralen Bereich analysiert. Die Iba1-
Färbung zeigt keinen Unterschied zwischen dem Peri-Infarktbereich und der Kontrolle. 
Auch in der 100-fachen Vergrößerung zeigen sich in der Morphologie der Mikroglia keine 
wesentlichen Unterschiede zwischen Peri-Infarktbereich und Kontrolle.  
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Abbildung 32: Mikroglia im Peri-Infarktbereich (Mikroskopie). Fluoreszenz-Doppelfärbungen 
von Mikroglia mittels Iba1/AF488 (grün) und Map2/Cy3 (rot). A), B) und C) zeigen ROIs aus dem 
AK-Kontrollschnitt (nur sekundärer AK) zur Veranschaulichung der AK-Spezifität: A) AF488, B) Cy3 
und C) die Bildfusion. D), E) und F) zeigen Ausschnitte aus dem Peri-Infarktbereich: D) Iba1-
Färbung, E) Map2-Färbung und F) die Bildfusion. Es waren keine Unterschiede in der Morphologie 
der Mikroglia im Peri-Infarktbereich (G) verglichen mit der kontralateralen Kontrolle (H) ersichtlich. 
Die Bilder wurden in 400- bzw. 1000-facher Vergrößerung aufgenommen, die Maßstableiste ent-







































Abbildung 33: Mikroglia im Peri-Infarktbereich (statistische Auswertung). Die einzelnen ROIs 
zeigten über den gesamten Peri-Infarktbereich eine entgegengesetzte Verteilung zur NeuN- und 
GFAP-Färbung, hier waren die größten Iba1-positiven Flächen in ROI 1 und 2 zu sehen, die kleins-
ten in ROI 4 und 5. Die Iba1-positive Fläche im gesamten Peri-Infarkbtereich betrug für die 
Gpx4AstWT-Tiere im Schnitt 1,3 ± 0,9% und für die Gpx4AstKO-Tiere 1,4 ± 1,0%. Die kontralaterale 
Kontrolle zeigte eine Iba1-posive Fläche von 1,4 ± 0,9% für die Gpx4AstWT-Tiere und 1,6 ± 1,1% für 
die Gpx4AstKO-Tiere. Im Gegensatz zur GFAP-Färbung zeigte sich hier kein Unterschied zwischen 
ipsilateraler und kontralateraler Hemisphäre. 
4.4 Einfluss der Vitamin-E Mangeldiät auf das Infarktvolumen 





-Tieren nach fMCAO, weder in der makroskopischen 
Infarktmorphologie noch in der mikroskopischen Analyse des Peri-Infarktbereiches. Fer-
ner zeigten die IF-Doppelfärbungen eine signifikant höhere GFAP-positive Fläche im Peri-
Infarktbereich verglichen mit der kontralateralen Seite. Demnach scheint der Gpx4-Verlust 
die Funktion der Astrozyten, im Sinne einer reaktiven Astrogliose (s. 5.2.2) nicht zu beein-
trächtigen. Um den Phänotyp zu verstärken, entschieden wir uns, die gleichen astrozytä-
ren Mausmutanten einer fMCAO zu unterziehen, jedoch diesmal vor der OP den Tieren 
für vier Wochen eine Vitamin-E Mangeldiät zu verabreichen. Dem Vitamin-E wird als di-
rektes Antioxidans eine wichtige Rolle in der Defensive von oxidativem Stress zuge-
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4.4.1 fMCAO unter Vitamin-E Mangel an C57BL/6-Tieren und astrozytären 
Gpx4WT- und Gpx4KO-Tieren 
4.4.1.1 Laser-Doppler, Herzfrequenz, Gewichtsverlust und Hirnschwellung  
Die LD-Werte fielen in allen Versuchsgruppen signifikant ab, sodass von einer suffizienten 
und gleichartigen Ischämie in allen Versuchsgruppen ausgegangen werden kann. Alle 
Werte, die mögliche Störgrößen darstellen könnten, waren für alle Gruppen vergleichbar. 
Das Ausgangsgewicht der C57BL/6-Mäuse lag bei 19,5 - 27,5 g. Die Gpx4
AstWT
-Tiere hat-
ten ein Ausgangsgewicht von 15,5 - 20,8 g, die Gpx4
AstKO
-Tiere 16,5 - 23,6 g. 
Tabelle 14. Perioperative Parameter der Vitamin-E-Mangel-Tiere. 
Parameter C57BL/6 C57BL/6 Gpx4AstWT Gpx4AstKO 
Ernährung Kontrolle Vitamin-E-Mangelfutter 
Abfall des Laser-Doppler-Fluxes 
(% Baseline) 
11 ± 3 14 ± 6 15 ± 5 17 ± 5  
Mittlere Herzfrequenz pro Minute 
während der OP 
572 ± 51 575 ± 17 570 ± 45 589 ± 33 
Gewichtsverlust nach 24 h (% 
Startgewicht) 
11 ± 3 12 ± 2 15 ± 3 15 ± 6 
Hemisphärenschwellung (% kont-
ralaterale Hemisphäre) 
22 ± 7 18 ± 6 17 ± 6 16 ± 6 
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4.4.1.2 Neuroscore und Infarktvolumetrie 
Die neurologische Untersuchung der Tiere nach 1 h Ischämie und nach 24 h Reperfusi-
onszeit zeigte keine signifikanten Unterschiede in den jeweiligen Gruppen. Der Neuro-
score nach 1 h Ischämie beträgt bei allen Versuchsgruppen etwa 2 Punkte. Nach Reper-
fusion liegt der Neuroscore für alle Versuchstiere unter 2 Punkten. Dies spricht dafür, 
dass nicht das gesamte initial ischämische Gewebe infarziert. 
 
Abbildung 34: Neuroscore der C57BL/6 Tiere und der astrozytären Mausmutanten unter 
Vitamin-E Mangeldiät. Der Neuroscore der C57BL/6 Mäuse nach 1 h Ischämie bei Standarddiät 
betrug 2,1 ± 0,7 Punkte, die Vitamin-E-Mangel-Gruppe hatte Werte von 2,1 ± 0,2. Die Gpx4AstWT-
Tiere erzielten Neuroscore Werte von 1,7 ± 0,5, die Gpx4AstKO-Tiere 1,7 ± 0,3 Punkte. Nach 24 h 
Reperfusionszeit hatten die C57BL/6 Mäuse mit Standarddiät einen Neuroscore von 1,8 ± 0,6 
Punkten und die Gruppe unter Vitamin-E-Mangel 1,5 ± 0,5. Der Neuroscore der Gpx4AstWT-Tiere 





































































Die Gruppen mit Vitamin-E Mangelfutter bzw. Vitamin-E Mangelfutter und Gpx4KO zeig-
ten tendenziell kleinere Infarkte als ihre Kontrollen. Dieser Unterschied war allerdings sta-
tistisch nicht signifikant. 
 
Abbildung 35: Infarktvolumen der C57BL/6 Tiere und der astrozytären Mausmutanten unter 
Vitamin-E Mangeldiät. Die Infarktgrößen der C57BL/6 Mäuse betrugen 42% ± 14% bei Standard-
diät und 32% ± 13% bei Vitamin-E-Mangel. Die Gpx4AstWT-Tiere hatten Infarktgrößen von 41% ± 
9% die Gpx4AstKO-Tiere 36% ± 11%. 
Die Versuche an astrozytären Gpx4-KO Tieren konnten zeigen, dass Astrozyten auch 
ohne Gpx4 sowie unter zusätzlicher Vitamin-E Mangeldiät zumindest ihre Funktion im 
Sinne der reaktiven Astrogliose aufrechterhalten können. Des Weiteren wirkt sich der 
Gpx4-Verlust in Astrozyten in der akuten Phase (24 h) nach Ischämie nicht auf das Über-
leben der Astrozyten oder anderer Zellen der NVU aus.  
Es ist bekannt, dass Neuronen deutlich empfindlicher auf Stress reagieren als Astrozyten. 
In einer weiteren Versuchsreihe wurden deshalb die Neuronen, als eine der Hauptakteure 
der NVU, im Zusammenhang mit Gpx4-Verlust nach Ischämie untersucht. 
4.5 Bedeutung der neuronalen Gpx4 für das Infarktvolumen 
Um die Auswirkungen des neuronalen Gpx4-Verlustes unter dem zusätzlichen Stress 
eines Schlaganfalles zu untersuchen, operierten wir konform zu den Versuchen der astro-
zytären Gpx4-Mausmutanten neuronale Gpx4-WT bzw. KO-Tiere. Die Mäuse wurden wie 
unter 3.2 beschrieben mit Tamoxifen induziert. Vier der Würfe für diese Versuchsreihe 















































Rahmenbedingungen zu erleichtern, erhielten sie zusätzlich Futterpellets sowie Petrischa-
len mit Wasser auf dem Boden des Käfigs. Des Weiteren wurde reichhaltiges Nahrungs-
ergänzungsmittel (Immun Albrecht ®) ins Wasser gegeben und eine Nahrungsergän-
zungspaste (Nutri-Cal®) auf einzelne Futterpellets im Käfig verteilt. Trotz der aufwändigen 
Pflege der Tiere verstarben 17 Tiere noch vor der fMCAO. Die untenstehende PCR zeigt, 
dass von den 17 verstorbenen Tieren 16 Tiere Gpx4
NeuKO
 waren und ein Tier Gpx4
NeuWT
. 
Die restlichen Tiere entwickelten sich gut. Diese Beobachtung ist vollständigkeitshalber zu 
erwähnen, jedoch führen wir dieses Ergebnis nicht auf einen Zusammenhang mit der 
Mauslinie selbst zurück. In einer weiteren Versuchsreihe im Mai 2017 verstarb von der 
gleichen Mauslinie kein einziges Tier vorzeitig. 
Abbildung 36: Genotypisie-
rung der präoperativ verstor-
benen Gpx4NeuWT bzw. 
Gpx4AstKO-Tiere.  
Die Abbildung zeigt oben die 
Gpx4-PCR, welche das ho-
mozygot gefloxte Gpx4 Gen 
bestätigt. Unten ist die 
CamKIIαCre-ERT2-PCR zu 
sehen, welche das Vorhanden-
sein der Cre- Rekombinase 
testet (Cre-transgen bei Bande 
von 375 bp).  
4.5.1 fMCAO an Gpx4NeuWT und Gpx4NeuKO 
Aufgrund der 17 präoperativ (in der ersten Versuchsreihe 2014) verstorbenen neuronalen 
Gpx4 Mausmutanten, wurden die fMCAO Versuche in einer zweiten Versuchsreihe 2017 
wiederholt. Da beide Versuchsreihen in allen erhobenen Parametern vergleichbare Werte 
erzielten (Daten nicht einzeln dargestellt), werden die Daten der beiden Versuchsreihen 
zusammengefasst präsentiert. 
4.5.1.1 Laser-Doppler, Gewichtsverlust und Hirnschwellung  
Das Startgewicht der Gpx4
NeuWT
-Tiere lag zwischen 15,8 - 28,2 g, das der Gpx4
NeuKO
-Tiere 
bei 9,8 - 24,1 g. 
Tabelle 15. Perioperative Parameter der Gpx4NeuWT/KO-Tiere. 
Parameter Gpx4NeuWT Gpx4NeuKO 
Abfall des Laser-Doppler-Fluxes (% Baseline) 12 ± 5 13 ± 6 
Gewichtsverlust nach 24 h (% Startgewicht) 13 ± 4 12 ± 4 



















4.5.1.2 Neuroscore und Infarktvolumetrie 
Die neurologische Untersuchung der Tiere nach 1 h Ischämie und 24 h Reperfusion zeig-
te für die Gpx4
NeuWT
-Tiere einen signifikanten Unterschied. Der Neuroscore nach 1 h Is-




-Tiere in etwa 2 Punkte. Nach der Reperfusion 
hatten die Gpx4
NeuWT
-Tiere einen deutlich niedrigeren Neuroscore als nach 1h Ischämie. 
Das lässt auf eine Erholung während der Reperfusionszeit schließen. Die Gpx4
NeuKO
-Tiere 
hingegen bleiben bei einem Neuroscore von etwa 2 Punkten. Hier scheint die Erholung 
der neurologischen Symptome nicht möglich zu sein (s. unten).  
 
Abbildung 37: Neuroscore der neu-
ronalen Gpx4-Mausmutanten. In 
der neurologischen Untersuchung 
nach 1 h Ischämie schnitten die 
Gpx4NeuWT-Tiere mit 2,0 ± 0,5 Punk-
ten ab, die Gpx4NeuKO-Tiere mit 2,1 ± 
0,5 Punkten. Nach 24 h Reperfusi-
onszeit hatten die WT-Tiere Werte 
von 1,4 ± 0,6 Punkte, bei den 
Gpx4NeuKO-Tieren blieben die Werte 
erhöht bei 2,3 ± 0,5 Punkten. Der 
Unterschied im Neuroscore ist zwi-
schen WT und KO nach 24 h signifi-
kant. Die Erholung der WT Tiere nach 
24 h Reperfusion ist ebenso signifi-
kant. Der p-Wert beträgt je 0,001. 
 
Im Gegensatz zu den Ergebnissen der neurologischen Untersuchung zeigen die Tiere 
keine signifikanten Unterschiede in ihren Infarktvolumina. 
 
Abbildung 38: Infarktvolumen der neu-
ronalen Gpx4 Mausmutanten. Die In-
farktgröße der Gpx4NeuWT-Tiere lag bei 
39% ± 15%, die der Gpx4NeuKO-Tiere bei 
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5 Diskussion und Ausblick 
Die vorliegende Arbeit hat die Rolle der astrozytären und neuronalen Gpx4 akut nach ex-
perimenteller transienter fokaler zerebraler Ischämie untersucht. In diesem Kontext hatte 
der Verlust der astrozytären Gpx4 weder die Funktionalität noch die Mortalität der Astro-
zyten beeinflusst, während der Verlust der neuronalen Gpx4 bei vergleichbaren Infarktvo-
lumina zu einem hochsignifikant höheren neurologischen Defizit nach Ischämie und 24 h 
Reperfusion geführt hat. 
Die erstaunliche Diskrepanz zwischen der vergleichbaren Infarktmorphologie und dem 
signifikant unterschiedlichen neurologischen Outcome der neuronalen Gpx4-WT und –KO 
Mäuse wirft eine Reihe wichtiger Fragen auf. Auch aus der Zusammenschau der Daten 
der neuronalen Gpx4-Mausmutanten mit den Daten der astrozytären KO-Tiere ergibt sich 
eine spannende Diskussion um die Rolle der Gpx4 in der neurovaskulären Einheit nach 
Schlaganfall. Im Folgenden werden die Ergebnisse in den Kontext der aktuellen Wissen-
schaft gebracht und mögliche Erklärungsansätze diskutiert. 
5.1 Schlaganfall-Modell 
Inwieweit sind die Erkenntnisse aus Mausmodellen wie der fMCAO für die Behandlung 
des ischämischen Schlaganfalls beim Menschen nützlich? Die zahlreichen experimentel-
len Schlaganfallmodelle in Tieren haben in den letzten Jahrzehnten einen großen Beitrag 
zum Verständnis der Pathophysiologie des Schlaganfalls geleistet (119). Insbesondere 
hervorzuheben sind die Vorteile von experimentellen Schlaganfallmodellen in kleinen Na-
getieren wie der Maus (120):  
• Mausversuche sind ethisch akzeptierter als Versuche an Primaten, Hunden oder 
Katzen. 
• Zahlreiche Variablen wie Komorbiditäten oder Altersunterschiede entfallen, sodass 
gezielt die Auswirkung eines Faktors im Kontext des Schlaganfalls untersucht 
werden kann. 
• Physiologische Parameter wie die Körpertemperatur, Herzfrequenz oder Sauer-
stoffsättigung können kontinuierlich dokumentiert und kontrolliert werden, um evtl. 
Einflüsse auf die Infarktgröße zu vermeiden. 
• Ischämiebezogene Parameter wie die Dauer der Ischämie, die Reperfusionszeit 
oder die Art des Infarktes (hämorrhagisch vs. Ischämisch), sind etabliert und kön-
nen je nach wissenschaftlicher Fragestellung frei gewählt werden. 
• Mäuse sind relativ kostengünstig in der Anschaffung, Haltung und Zucht. 
• Mäuse sind die Tierart mit den am besten etablierten Möglichkeiten der geneti-
schen Manipulation. 
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Zum Zweck der standardisierten und reproduzierbaren Auslösung eines Schlaganfalls im 
Kleintier wurden in den letzten Jahrzehnten verschiedenste Modelle generiert. Manche 
Modelle haben geringe Schwankungen der Infarktgröße, bilden jedoch kaum eine 
Penumbra aus, andere Modelle sind nah an der Pathophysiologie des Schlaganfalls beim 
Menschen, variieren in der Infarktgröße jedoch so sehr, dass die Auswirkungen einzelner 
Faktoren auf die Infarktgröße nicht sinnvoll untersucht werden können (121). Deswegen 
ist es von großer Bedeutung, die jeweiligen Stärken und Schwächen der Modelle zu ken-
nen und das für die eigene Fragestellung geeignetste Modell zu wählen. Einige bekannte 
Schlaganfallmodelle sind beispielsweise der Verschluss der proximalen MCA über eine 
offene Kraniotomie unter dem M. temporalis (122, 123). Nachteile dieses Modells erklären 
sich durch die große Invasivität der Kraniotomie und die Eröffnung des Subarachnoidal-
raums. Dies birgt die Gefahr einer Subarachnoidalblutung, möglicher Gewebe- und Ge-
fäßverletzungen, Veränderungen des intrakraniellen Drucks, der lokalen Hirntemperatur 
und der Hämodynamik. Ferner entspricht dies nicht der Pathophysiologie des ischämi-
schen Schlaganfalls beim Menschen (122-124). 
Am nächsten an der Realität sind vermutlich die Thrombembolie-Modelle. Die Throm-
bembolie kann beispielsweise mittels der Injektion von Blutthromben (125), Mikrosphären 
(= kleine Kugeln ähnlich derer zur Embolisation von Tumorgefäßen im Bereich der inter-
ventionellen Radiologie (Embosphere®)) (124) oder durch Photothrombose (120, 126) 
induziert werden. Zur Untersuchung der Effekte von thrombolytischen Substanzen ist die 
Injektion von geronnenen Blutthromben sicherlich die beste Wahl, jedoch unterliegen die 
Thrombembolie-Modelle naturgemäß einer größeren Varianz bezüglich der Infarktgröße 
und waren für die Fragestellung dieser Arbeit daher ungeeignet. 
In dieser Arbeit wurde das Modell der fMCAO verwendet. Dies ist das mit Abstand am 
häufigsten verwendete experimentelle Schlaganfallmodell (121, 124, 127, 128). Es wurde 
von Koizumi et al. etabliert und mehrfach von anderen Arbeitsgruppen modifiziert (124, 
127, 128). Es handelt sich hierbei um ein etabliertes Modell mit hoher Reproduzierbarkeit 
der Infarktmorphologie (121). Die Standardabweichungen sind deutlich geringer als in den 
Thrombembolie-Modellen (120, 124, 125). Zusätzlich bietet dieses Modell durch den 
Rückzug des Filaments die Möglichkeit einer Reperfusion zu einem definierten Zeitpunkt. 
Die Möglichkeit der Reperfusion ist ein ganz wesentlicher Vorteil, da klinische Studien 
zeigen konnten, dass in über 70% der Fälle beim Menschen eine spontane Reperfusion 
durch Thrombolyse stattfindet (129). Somit imitiert der Rückzug des Filaments die spon-
tane Reperfusionssituation im Menschen und gibt dem Modell eine größere klinische Di-
mension. In diesem Zusammenhang ist auch die therapeutische Reperfusion zu erwäh-
nen: Lange wurde der potentielle Endothelschaden, der durch das Vorschieben und wie-
der Entfernen des Filaments im Gefäß entsteht, als Nachteil dieses Modells angesehen 
(120). Damals war die einzige zugelassene kausale Therapie des Schlaganfalls die medi-
kamentöse Thrombolyse mittels rt-PA. Seit Neuestem ist jedoch die interventionelle intra-
arterielle Thrombektomie mittels Stentretriever (MR CLEAN (= Multicenter Randomized 
Clinical trial of Endovascular treatment for Acute ischemic stroke in the Netherlands) für 
die Therapie des ischämischen Schlaganfalls zugelassen (17, 18). Der Endothelschaden, 
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den das Filament in der fMCAO ggf. verursacht, ist somit für die vorliegende Arbeit nicht 
als Konfounder zu betrachten, sondern als weitere klinische Dimension in Bezug auf die 
Reperfusionstherapie (121). Weitere mögliche Fehlerquellen des Modells, wie eine Fehl-
position oder Dislokation des Filaments während der Ischämiezeit oder eine durch den 
Schlaganfall ausgelöste Hyperthermie durch Hypothalamusbeteiligung (124, 130), konnte 
vorgebeugt werden, indem intraoperativ der rCBF gemessen wurde, im Vorfeld klare Is-
chämiekriterien der ACM definiert worden sind und die Ischämiezeit mit 60 min deutlich 
unter den Hyperthermie Grenze von mehr als 90 min lag (s. 3.4). 
Deshalb war für die Fragestellung nach der Bedeutung der Gpx4 beim ischämischen 
Schlaganfall innerhalb der NVU und dem damit verbundenen oxidativen Stress durch 
ROS die fMCAO das geeignetste Modell. Dieses Modell weist die geringste Invasivität 
auf, lässt die Blut-Hirn-Schranke intakt und hat im Vergleich zu allen anderen Modellen 
die höchste Reproduzierbarkeit (121). Da unsere Ergebnisse zeigen konnten, dass der 
Gpx4-Verlust und der damit verbundene erhöhte oxidative Stress erstaunlicherweise nicht 
zu größeren Läsionen nach Ischämie führt, sollte die Bedeutung von ROS und oxidativem 
Stress im Gewebe näher betrachtet werden. 
5.2 Reaktive Sauerstoffradikale zwischen Homöostase und 
Zelltod in der NVU 
Wie einleitend beschrieben, führt Ischämie im Gewebe zu oxidativem Stress (39, 40). Es 
ist auch bekannt, dass die dauerhafte Belastung durch oxidativen Stress zu Zellschäden 
bis hin zum Zelltod führen kann. Ferner sind zahlreiche chronische Erkrankungen mit oxi-
dativem Stress assoziiert, wie bspw. neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Par-
kinson (80), Morbus Alzheimer (82, 85), oder systemische Erkrankungen wie Arterioskle-
rose (35). Erstaunlicherweise konnten die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit, nicht wie 
erwartet, den Zusammenhang zwischen erhöhtem oxidativen Stress nach Schlaganfall 
und vermehrtem Zelltod, schlechterem neurologischen Outcome oder größerem Infarktvo-
lumen bestätigen. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestärken die Erkenntnisse der letzten 
Jahre, dass Sauerstoffradikale nicht nur toxische Nebenprodukte der Atmungskette sind 
(27). ROS sind hochreaktive und somit potentiell schädliche Moleküle, jedoch entstehen 
sie nicht nur unter pathologischen Bedingungen, wie z. B. nach Strahlenexposition oder 
anderen Noxen, sondern auch physiologisch während des natürlichen Zellstoffwechsels 
(26, 131). Diese naturgemäß anfallenden, basalen ROS-Level, sind für die Signaltrans-
duktion und Proliferation der Zelle in der Protein- und Transkriptinsregulation essentiell 
(27, 131, 132). Die genauen pathophysiologischen Mechanismen, durch welche ROS den 
Spagat zwischen gesunder Zellhomöostase und Zelltod bewältigen und regulativ in die 
Pathophysiologie von Erkrankungen eingreifen, sind noch ungeklärt (131). Auch über das 
physiologische Maß hinausgehende ROS-Level stellen einen wichtigen Teil des Zellmeta-
bolismus dar (131). Unter anderem greifen die anfallenden ROS positiv in Autophagie, 
Zelldifferenzierung und das Immunsystem ein (133). Der Zellstoffwechsel passt sich dem 
erhöhten Stress an, indem Reparatursysteme und Schutzmechanismen hochgefahren 
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werden (131, 134). Dazu zählt bspw. die erhöhte Transkription von HIF-1 (Hypoxie-
Induzierender-Faktor 1), welcher direkt mit erhöhtem oxidativem Stress verlinkt ist (134). 
HIF-1 ist ein Transkriptionsfaktor, der direkt die Synthese von Stoffen fördert, die im hypo-
xischen Zustand eine bessere Versorgung der Zelle mit Sauerstoff gewährleisten. Dazu 
zählen Erythropoetin (EPO), Vascular Endohelial Growth Factor (VEGF) und Enzyme der 
Glykolyse (134). Sogar das Tumorsupressorgen p53, welches maßgeblich an der Einlei-
tung des programmierten Zelltods und dem Zellarrest beteiligt ist, wird durch die Anwe-
senheit von ROS bei oxidativem Stress durch Ischämie stabilisiert (135). So wird auch die 
Gpx4-Expression zum Schutz unter oxidativem Stress hochreguliert; sowohl bei chroni-
schen Erkrankungen (80), aber auch im Akutfall wie nach Schädel-Hirn-Trauma (118). In 
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bereits 24 h nach akutem Schlaganfall die 
Gpx4-Expression signifikant hochreguliert wurde. Diese Vielzahl an regulatorischen Me-
chanismen zeigt, dass ROS nicht nur als Schadstoffe - die zu Stress, Zellschäden und 
Zelltod führen - gesehen werden dürfen, sondern vielmehr als eine Art wichtige Second 
Messenger und Modulatoren der zellulären Homöostase. Sie sind Initiatoren wichtiger 
Adaptations- und Reparaturmechanismen der Zelle bei Stress (27). Diese regulatorischen 
Mechanismen werden unter dem sog. Redox-Signaling zusammengefasst: Das ist die 
spezifische Aktivierung oder auch Inaktivierung von Molekülen durch ROS bei intaktem 
antioxidativen Schutzsystem und entsprechender Reparationskapazität der Zelle (136).  
Abbildung 39: Oxidativer Stress: Zwischen Homöostase und Zelltod.  
Basale Mengen an ROS spielen eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Zellhomöostase der Zelle. Mit stei-
gender Menge an ROS steigt der oxidative Stress auf das Gewebe. Bei mildem oxidativem Stress kann die 
Zelle in die Stress-Adaptation übergehen, die durch die Radikale verursachten Molekülmodifikationen durch 
das Hochregulieren von Reparaturmechanismen rückgängig machen und Überlebenssignale in Gang setzen. 
Übersteigt die Menge an ROS die Puffer- und Reparaturkapazitäten der Zelle, führt der daraus resultierende 
schwere oxidative Stress zu Zellschäden und Zelltod. Da Fette, Proteine und DNS jeweils unterschiedlich 
schwer zu oxidieren sind, kann man selbst bei irreversiblen Modifikationen an den jeweiligen Molekülen von 
einer Art „Hackordnung“ oder selektiver Signaltransduktion sprechen. Die Übergänge zwischen Homöostase, 
Stress-Adaptation und Zelltod sind fließend und vom Zelltyp abhängig (26, 131, 133). 
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5.2.1 Gpx4 in Abgrenzung zu anderen antioxidativen Schutzmechanismen 
In der Einleitung wurden die wichtigsten antioxidativen Schutzmechanismen genannt und 
die besonderen Eigenschaften der Gpx4 im Körper und in der neurovaskulären Einheit 
betont. Wir konnten zeigen, dass der zellspezifische Gpx4-Verlust im akuten Schlagan-
fallmodell überraschenderweise bei der Infarktgröße eine untergeordnete Rolle zu spielen 
scheint. Es stellt sich daher die Frage, welche Mechanismen das Gehirn vor oxidativem 
Stress nach Ischämie schützen. Hierfür ist eine detailliertere Betrachtung der ROS-
Neutralisierung in Zellen erforderlich. Da selbst der zum Leben nötige Sauerstoff (O2) in 
der Atmosphäre genau genommen ein freies Radikal ist, unsere Zellen zusätzlich physio-
logisch kontinuierlich Sauerstoffradikale produzieren und der Übergang von nötiger ROS-
Menge zu schädlicher ROS-Menge fließend ist, ist das antioxidative Schutzsystem, wel-
ches diese Balance hält hochkomplex (26, 133). Unser Körper ist fortwährend damit be-
schäftigt, so viel ROS wie nötig zu produzieren und so rasch als möglich zu eliminieren, 
um oxidativen Zellschaden zu vermeiden. Um dieses Gleichgewicht – bei zusätzlichem 
Stress wie Hypoxie, Ischämie, Glukosemangel, radioaktiver Strahlung usw. – aufrecht zu 
halten, ist ein speziell eingespieltes Radikale-neutralisierendes System von Nöten. Die 
einzelnen Akteure dieses Systems müssen ihre Aufgaben erfüllen und zeitgleich unter-
schiedlich schnell in bestimmten Zellkompartimenten agieren. Durch dieses Zusammen-
spiel von unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten und Zellkompartimenten können 
die antioxidantiven Systeme insgesamt einen ganzheitlichen und effektiven Schutz ge-
währleisten und die, für die Zelle nötigen, ROS-Level aufrecht erhalten. Das am häufigs-
ten natürlich vorkommende Sauerstoffradikal der Zelle ist das Superoxidradikal (O2
–
•) 
(137). Nicht nur physiologisch, sondern auch unter Hypo-/ Hyperoxie und unter Ischämie 
ist das O2
–
• neben Wasserstoffperoxid (H2O2) und Stickstoffmonooxid (NO) das prädomi-
nante Sauerstoffradikal (138). Die Superoxiddismutase (SOD) reduziert das anfallende 
O2
–
• zum weniger reaktiven H2O2, welches wiederum durch Katalasen (CAT), Peroxiredo-
xine (PRX) und die Glutathionperoxidasen weiter zu Wasser (H2O) reduziert wird (26, 
137). 
 
Abbildung 40: Enzymatische ROS-Neutralisierung. Zunächst wird das am häufigsten anfallende 
O2–• Radikal durch die SOD unter Abspaltung von O2 zu H2O2 verarbeitet. Das H2O2 wiederum 
kann nun von CAT, Gpx oder PRX zu H2O neutralisiert werden (26, 137, 138). 
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Obwohl die SOD an der Front der O2
–
•-Abwehr steht und erst dann CAT, PRX und Gpx 
das daraus resultierende H2O2 neutralisieren, bedeutet dies nicht, dass alle Enzyme gleich 
stark und schnell auf ROS reagieren. Die SODs zählen zu der wichtigsten zellulären Ab-
wehr gegen O2
–
• (131). Gemeinsam mit den CATs zeigen die SODs die höchste enzyma-
tische Aktivität, sodass SODs und CATs eine in etwa 100-fach höhere enzymatische Akti-
vität aufweisen als Glutathionperoxidasen (139-142). Besonders diskutiert wird die Wich-
tigkeit der Gpx im Vergleich zur PRX bei der Neutralisierung von H2O2. Auf der einen Sei-
te garantiert das Selenocystein im aktiven Zentrum der Gpx4 eine schnelle Reaktion mit 
H2O2 und zugleich eine schnelle Regeneration über GSH (43). Hinzu kommen die zusätz-
lichen spezifischen Eigenschaften der Glutathionperoxidasen (s. Einleitung), sodass die 
Glutathionperoxidasen seit langem zu den wichtigsten Enzymen der H2O2-Neutralisierung 
zählen (26, 43). Auf der anderen Seite liegen die Peroxireduktasen trotz ihrer langsame-
ren Reaktionsgeschwindigkeit in etwa 10-fach höherer Konzentration intrazellulär vor und 
haben eine relativ niedrige Michaelis-Menten-Konstante (Km) für H2O2, womit sie die lang-
samere Reaktionsgeschwindigkeit kompensieren könnten (26, 133, 138). Einfach gespro-
chen, könnte man einerseits argumentieren, dass die relativ geringere intrazelluläre Kon-
zentration der Gpx4 dazu führt, dass im Vergleich zu PRX, ein großer Anteil des Gpx-
Systems relativ schnell oxidiert und das Schutzsystem schnell ausgelastet ist (138). Ande-
rerseits ist es denkbar, dass die beiden Enzymklassen aufgrund ihrer unterschiedlichen 
Eigenschaften jeweils andere Schwerpunkte innerhalb der ROS-Neutralisierung haben: 
Während die PRX mit ihrer hohen Affinität, hohen intrazellulären Konzentration, sowie 
dem ubiquitärem Vorkommen in Zellen, steigende ROS-Level großflächig eindämmen 
kann, um die Zelle im Bereich der „ROS-Homöostase“ zu halten (s. Abb. 39), könnte die 
zwar in geringerer Konzentration vorhandene, aber schneller reagierende Gpx erst bei 
weiter steigender ROS-Konzentration eingreifen (133). Hier wäre es denkbar, dass die 
Gpx als eine Art „Feintuning-Enzym“ im Rahmen der ROS-Neutralisierung steigende 
(PRX-Kapazität übersteigende) ROS-Level schnell dezimiert, um die Zelle gerade noch in 
der Stress-Adaptation zu halten (s. Abb. 39) und dadurch Schutz- und Reparaturmecha-
nismen zu initiieren, bevor oxidative Schäden bzw. Zelltod auftreten.  
5.2.2 Astrozyten und astrozytärer Gpx4-Verlust 
Während eines Schlaganfalls wird der Ablauf an wichtigen Aufgaben, die die Astrozyten 
innehaben (s. Einleitung), abrupt gestört. Trotzdem sind Astrozyten die Spielemacher bei 
metabolischen, genetischen und reaktiven Antworten des Gehirns auf den Schaden durch 
Ischämie (96). Im Vergleich zu Neuronen sind Astrozyten, sowohl in-vitro als auch in-vivo, 
in Punkto Ischämie deutlich robuster: Während die Mehrzahl der Neuronen nach 60-90 
min Glukose- und Sauerstoffdeprivation in Zellkultur sterben, sind Astrozyten erst nach 4-
6 h irreversibel geschädigt (97, 143). Astrozyten in direkter Nachbarschaft zum Infarkt 
zeigen erhebliche Veränderungen in ihrer Morphologie, Genexpression, Proliferation und 
Funktion; so fahren Astrozyten u. a. die GFAP-Expression hoch, ein Vorgang der als reak-
tive Astrogliose bekannt ist (94, 96). Wie wir in dieser Arbeit zeigen konnten, scheinen die 
Astrozyten trotz ausgeknockter Gpx4 die beiden letzteren Aufgaben (Überleben und Re-
aktivität) bewältigen zu können. In der Immunfluoreszenz ist im Peri-Infarktbereich ein 
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signifikanter Anstieg der GFAP-positiven Fläche im Vergleich zur kontralateralen Hemi-
sphäre zu sehen. Die reaktive Astrogliose im akuten Zeitfenster nach Ischämie ist dem-
nach trotz Gpx4-Verlust möglich. Tendenziell war bei den KO-Tieren die GFAP-positive 
Fläche und somit die Reaktivität der Astrozyten größer als bei den WT-Tieren. Dies könn-
te eine Reaktion auf den Gpx4-Verlust darstellen. Es wäre denkbar, dass durch den Ver-
lust der Gpx4 der damit verbundene, erhöhte oxidative Stress die Reaktion der Astrozyten 
entsprechend stärker ausfallen lässt als bei WT-Tieren. Gleichzeitig konnte kein vermehr-
ter Zelltod bei Astrozyten beobachtet werden, da in der gesamten Auswertung lediglich 
ein Astrozyt TUNEL-positiv war und dieser befand sich auf dem Hirnschnitt einer WT- 
Maus. Zudem zeigten wir, dass beinahe alle TUNEL-positiven Zellen Neurone waren. 
Somit scheint die allgemein bekannte stärkere Resistenz von Astrozyten gegenüber Sau-
erstoff- und Glukosemangel im Vergleich zu Neuronen trotz Gpx4-Verlust erhalten geblie-
ben zu sein.  
Die Funktionen der Astrozyten unter physiologischen Bedingungen wurden in der Einlei-
tung beschrieben. Übersteigen durch Stress (wie bei einer akuten Ischämie) die Anforde-
rungen an die Astrozyten ihre physiologische „Funktionskapazität“ werden sie reaktiv. 
Diese reaktive Astrogilose und die damit verbundene Infarktnarbenbildung ist ein zwei-
schneidiges Schwert.  
Während Astrozyten unter physiologischen Bedingungen das Gehirn vor oxidativem 
Stress und anderen Gefahren schützen und in ihrer Funktion unterstützen, können reakti-
ve und gestresste Astrozyten sowohl Schaden anrichten als auch Schaden eindämmen 
(93, 144). Auf der einen Seite reagieren Astrozyten protektiv auf akute Ischämie mit der 
Freisetzung zahlreicher neurotropher Faktoren, wie dem Nerve Growth Factor (NGF), 
Erythropoetin (EPO), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Brain-Derived Neuro-
trophic Factor (BDNF) und Glia-Derived Neurotrophic Factor (GDNF) (97). Tierversuche in 
denen Fluorocitrate, ein Hemmstoff der Astrozyten Aktivierung, vor MCAO verabreicht 
wurde resultieren in größeren Infarkten, was auf die Schutzfunktion und Erhöhung der 
Ischämietoleranz durch Astrozytenaktivierung hindeutet (145). In der Penumbra helfen 
reaktive Astrozyten durch Phagozytose Zelltrümmer zu eliminieren (145). Die Gap Junc-
tions der Astrozyten bleiben während der Reaktivität erhalten, so können Astrozyten 
durch die Umverteilung toxischer Stoffe das Hirngewebe auch unter Stress weiter schüt-
zen (97). Zudem bilden die Astrozyten eine Glianarbe um den Infarktbereich aus, die das 
tote Hirngewebe von dem noch vitalen Hirngewebe abgrenzt. Durch die Barrierefunktion 
dieser Narbe wird eine übermäßige, unkontrollierte und schädliche Ausbreitung von Ent-
zündungsreaktionen und möglicherweise die Infarktgröße selbst eingedämmt (97). Um die 
Glianarbe zwischen vitalem Gewebe und Nekrosekern entstehen lassen zu können, ge-
hen von den reaktiven Astrozyten zahlreiche inhibierende Moleküle aus. Diese Moleküle 
verhindern axonale Extension und Regeneration im ZNS (97). Unsere Versuche konnten 
zeigen, dass der Verlust der astrozytären Gpx4 in der akuten Phase nach Ischämie die 
Funktion der Astrozyten nicht zu beeinträchtigen scheint. Die reaktive Astrozytose, im 
Sinne der vermehrten GFAP-Expression im Peri-Infarktbereich, sowie das Überleben der 
Astrozyten scheinen unbeeinträchtigt. Auch die Infarktgröße selbst ist durch den Verlust 
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der astrozytären Gpx4 nicht beeinflusst. Die Infarkte der KO-Tiere sind in der Tendenz 
kleiner als die der WT-Tiere. Ähnlich verhält es sich mit den Daten der Vitamin-E-Mangel-
Gruppen. Daraus könnte man schlussfolgern, dass der Verlust der astrozytären Gpx4, 
ebenso wie eine Vitamin-E Mangeldiät, durch den möglicherweise erhöhten oxidativen 
Stress eine Art Präkonditionierung für die Astrozyten und die Hirnzellen darstellt. Es wäre 
denkbar, dass hierdurch die Aktivierung der Astrozyten und die anfangs noch protektiven 
Funktionen der Astrozyten schneller in Gang gesetzt werden und somit die etwas höhere 
GFAP-Expression und die tendenziell kleinere Infarktgröße zu erklären sind. 
Der astorzytäre Gpx4-Verlust scheint sich nicht auf andere Zellen der NVU auszuwirken. 
In den IF-Doppelfärbungen zeigten die Mikrogliazellen im Peri-Infarktbereich ihre aktivier-
te amöbioide Zellform. Diese kugelige Zellform ist typisch für aktivierte Mikroglia (146). 
Somit scheint die Reaktion der Mikroglia durch den Gpx4-KO in den Astrozyten nicht be-
einträchtigt zu sein, kontralateral wie ipsilateral ist eine vergleichbare Iba1-Expression, ein 
Marker für aktivierte Mikroglia, zu erkennen. Des Weiteren zeigt sich im Peri-
Infarktbereich kein Unterschied im neuronalen Zelltod zwischen WT- und KO-Tieren.  
Kontralateral finden sich beim astorzytären Gpx4-KO keine TUNEL-positiven Neurone, 
anders beim neuronalen Gpx4-KO (s. unten).  
5.2.3 Neurone und neuronaler Gpx4-Verlust 
Neurone sind Zellen, deren Funktionsfähigkeit stark von einer intakten Umgebung ab-
hängt. Während des ischämischen Schlaganfalls werden freie Sauerstoffradikale gebildet, 
die das Hirngewebe schädigen und Neurone in Zellkultur töten können (87). Nicht nur in 
Zellkultur Versuchen, sondern auch in-vivo ist bekannt, dass ROS Neurone schädigen 
und Einfluss auf die Infarktgröße nehmen. SOD-Knockout Mäuse haben größere Infarkte 
nach Ischämie als Wildtyp-Tiere, ebenso kann eine Überexpression an SOD den Hirn-
schaden verringern (87). Unsere Versuche haben gezeigt, dass der neuronale Gpx4-KO 
keinen Einfluss auf die Infarktgröße hat; jedoch erstaunlicherweise das neurologische 
Outcome nach Schlaganfall beeinflusst. Der modifizierte Neuroscore nach Bederson liegt 
für die WT- und KO-Tiere nach 1 h Ischämie bei etwa 2 Punkten. Das bedeutet, dass 
während das Filament die ACM noch okkludiert, WT- und KO-Tiere beim Gehen zur kont-
ralateralen Seite hin kreiseln. Normalerweise zeigt sich der Neuroscore nach 24 h Reper-
fusionszeit aufgrund der Erholung nach der OP und der Reperfusion der Penumbra deut-
lich verbessert. Dies war in den aktuellen Versuchen für die WT-Tiere der Fall. Die neuro-
nalen Gpx4-KO-Tiere erholen sich jedoch nicht. Im Schnitt kreiseln sie noch nach 24 h 
Reperfusionszeit. Um eine Erklärung für die Diskrepanz zwischen den gleich großen In-
farktvolumina bei deutlichen schlechteren neurologischen Befunden in den neuronalen 
Gpx4-KO-Tieren zu finden, werden weitere Versuche nötig sein. Wie einleitend beschrie-
ben, zeigten induzierbare globale Gpx4-KO-Tiere neurodegenerative Erscheinungen, es 
könnte sich auch hier um einen stattfindenden neurologischen Schaden handeln, der von 
der Kresylviolett-Färbung nach Nissl nicht erfasst würde (57). Hierzu haben wir TUNEL-
Färbungen angefertigt, um einen erhöhten neuronalen Zelltod zu detektieren. Im Gegen-
satz zu den astrozytären Gpx4-KO-Tieren zeigten sich bei den neuronalen Gpx4-KO-
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Tieren kontralateral über dem Kortex verteilt TUNEL-positive Zellen (Daten im Ergebnisteil 
nicht gezeigt). Dies bedeutet, dass ohne zusätzliche Stressoren, wie die fMCAO, Zell-
schäden wie DNA-Fragmentierung durch den neuronalen Gpx4-Verlust stattfinden. Wäh-
rend andere Forschungsgruppen zeigen konnten, dass die KO-Induktion bei globalen 
Gpx4-KO-Tieren innerhalb weniger Tage zu massiven neurodegenerativen Veränderun-
gen im Gehirn und zum Tod führt, konnten wir bestätigen, dass ein zellspezifischer neu-
ronaler Gpx4-KO über einen Zeitraum von 3-4 Wochen nach Induktion keine offensichtli-
chen klinischen Auffälligkeiten zur Folge hat , aber ein vermehrter neuronaler Zellschaden 
histologisch nachweisbar war (57). Aber warum hat eine einstündige Ischämie im vorge-
schädigten Hirngewebe keinen Einfluss auf die Infarktgröße? Eine Erklärung könnte die 
oben beschriebene Funktion von ROS als Signaling-Molekül sein. Durch die steigende 
ROS-Mengen werden u. a. die Stress-Adaptationsmechanismen der Zelle initiiert und 
somit protektive Moleküle und Zellschutz gefördert (26, 131, 133). In den neuronalen 
Gpx4-KO-Tieren könnte es zu einer vor der fMCAO stattgefundenen erhöhten Stress-
Adaptation der Zellen gekommen sein, sodass die Zellen der NVU auf weiteren Stress 
bereits in einer Art Präkonditionierung sind. Unter ischämischer Präkonditionierung ver-
steht man eine erhöhte Ischämietoleranz durch zuvor stattgefundene kurze Ischämieepi-
soden (145). Zum ersten Mal wurde dieses Phänomen vor über 30 Jahren beim Myokard-
infarkt beobachtet (147). Später konnten zeitgleich zwei unabhängige Arbeitsgruppen das 
Prinzip der Präkonditionierung auch im Gehirn nachweisen (148, 149). Präkonditionierung 
im Gehirn ist sowohl in Tierexperimenten, als auch in der Klinik bei Schlaganfallpatienten 
zu beobachten (148-150). Präkonditionierung kann nicht nur durch Ischämie sondern 
auch durch Hypoxie, Hyper- oder Hypothermie, Medikamentös oder durch andere Stress-
reize ausgelöst werden (145). Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass der erhöhte 
oxidative Stress bei neuronalem Gpx4 Verlust, nicht nur vereinzelt zu neuronalem Zelltod, 
sondern auch zu einer Präkonditionierung bei Schlaganfall führen kann.  
Ein weiterer Faktor könnten die intakten Astrozyten sein, die einen wichtigen Schutz vor 
oxidativem Stress und Glukosedeprivation im Gehirn bieten. Astrozyten speichern nicht 
nur die größten Mengen Glykogen, sondern sind auch die glutathionreichsten Zellen im 
Gehirn und sezernieren bei Bedarf nicht nur Ascorbinsäure, sondern weitere wichtige an-
tioxidative Moleküle (97). Während Neurone auf Ischämie empfindlich reagieren, sind Ast-
rozyten deutlich resistenter und bieten während der Ischämie Schutz für das neuronale 
Gewebe. Es wäre denkbar, dass für die Infarktgröße die neuronale Gpx4 nicht so aus-
schlaggebend ist wie eine intakte Astrozyten-Funktion. Wie lässt sich dadurch das hoch-
signifikante neurologische Defizit der KO-Tiere erklären? Aus klinischer Perspektive ist 
das neurologische Outcome wichtiger als das Infarktvolumen selbst. Während die Infarkt-
volumetrie mit der Kresylviolett- oder der TUNEL-Färbung die reine Morphologie des In-
farktes darstellen, sind die Funktionsverluste des Hirns, wie beispielsweise defekte synap-
tische Übertragung, reduzierte Kompensationsmechanismen und verzögerte oder fehlen-
de Regeneration, erst durch die Erhebung eines funktionellen Neuroscore evaluierbar 
(151). Normalerweise korreliert der modifizierte Neuroscore nach Bederson mit der In-
farktgröße, da dies bei den neuronalen Gpx4-KO-Tieren nicht der Fall ist, könnte dies auf 
eine verminderte Fähigkeit zur Erholung der Penumbra hindeuten. 
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5.2.3.1 Infarktkern und Penumbra 
In unseren Versuchen zeigen sowohl die neuronalen Gpx4-WT- als auch die KO-Tiere 
intra-ischämisch einen Neuroscore um die 2 Punkte. Zu diesem Zeitpunkt befindet sich 
das okkludierende Filament noch im Gefäß und sowohl der Infarktkern als auch die 
Penumbra sind ischämisch. Nach der Entfernung des Filaments und der somit einsetzen-
den Reperfusion kann die Penumbra mit noch überlebensfähigen Zellen beginnen, sich zu 
regenerieren. Diese Regeneration scheint bei den KO-Tieren nicht, oder verzögert stattzu-
finden, obwohl in der Kresylviolett-Färbung kein vergrößerter Infarkt festzustellen ist. 
Demnach ließe sich vorsichtig schlussfolgern, dass die Neurone bei Gpx4-Verlust zwar 
ihre strukturelle Integrität noch aufrechthalten können und so mit der Kresylviolett-
Färbung noch anfärbbar sind, ihre funktionelle Integrität durch die Reperfusion nicht wie-
derherstellbar zu sein scheint und keine oder eine geringere Erholung stattfindet. 
5.3 Ausblick 
Die Aufklärung der pathophysiologischen Auswirkungen von oxidativem Stress bei 
Schlaganfall, sowie der darauffolgenden Reaktionen der NVU als funktionelle Einheit ist 
von großer klinischer Bedeutung. Die Auswirkungen von reaktiven Sauerstoffradikalen 
und oxidativem Stress auf Zellhomöostase, Stress-Adaptationsmechanismen und Zell-
schaden/-tod stehen im Zentrum wissenschaftlicher Bemühungen. ROS sind nicht nur 
neurotoxisch, sondern in Maßen auch protektiv und daher im Zusammenhang mit dem 
ischämischen Schlaganfall viel diskutiert. Diese Arbeit soll zum Verständnis beitragen, 
welche Rolle die Glutathionperoxidase 4 innerhalb der neurovaskulären Einheit nach aku-
ter Ischämie in-vivo innehat. Da sich der Blick dieser Arbeit auf das akute Fenster (24 h) 
nach ischämischem Schlaganfall beschränkt, ist zum einen die Untersuchung der Gpx4 
Funktion in einem chronischen Schlaganfallmodell der nächste wichtige Schritt. Zum an-
deren müssen die übrigen Akteure neben Astrozyten und Neuronen in der NVU in Bezug 
auf den ischämischen Schlaganfall untersucht werden. Die Analyse des neuronalen bzw. 
astrozytären Gpx4-Verlustes im chronischen Schlaganfallmodell ist insofern interessant, 
als dass die Astrozyten ihre Funktionen in der subchronischen und chronischen Phase 
nach Ischämie verändern: Die von ihnen gebildete Glianarbe entsteht in den ersten Tagen 
nach einem Schlaganfall und ist erst ab dem 8. – 10. Tag voll ausgereift (94). Womöglich 
spielt der Verlust der astrozytären Gpx4 später, im Rahmen der Narbenbildung, eine Rol-
le. Ebenso ist die Langzeitentwicklung des neuronalen Gpx4-Verlustes interessant, hier-
bei mit genauem Blick auf neurologische Untersuchungen der Tiere, auf Grund des in 
dieser Arbeit hochsignifikanten Unterschieds in den neurologischen Defiziten der Mäuse. 
Die Langzeitversuche nach Schlaganfall waren zum Zeitpunkt der Anfertigung dieser Dis-
sertation noch nicht möglich, da kein suffizientes chronisches Schlaganfallmodell etabliert 
war. Wegen der beobachteten Hochregulation der Gpx4-Expression nach 24 h Reperfusi-
on, haben wir uns entschieden ein akutes Zeitfenster zu wählen. 2017 konnten wir in un-
serer AG, mit Hilfe einer optimierten postoperativen Behandlung, ein Modell für Langzeit-
versuche nach Schlaganfall etablieren, in dem Mäuse ein mehr als 90%iges Überleben 
aufweisen (152). Neben den Langzeitversuchen sollen noch die anderen Zellen der NVU, 
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wie beispielsweise Endothelzellen, auf den Verlust der Gpx4 nach akuter zerebraler Is-
chämie untersucht werden. Erst dann kann eine ganzheitliche Aussage zur Rolle der 






Abbildung 41: Schematische Darstellung des Zuchtplans für weitere konditionale Gpx4 
knock-out Mäuse der NVU. Die Abbildung zeigt weitere zellspezifische Gpx4-KO-Mauslinien, die 














Effektive Therapieoptionen des Schlaganfalls setzen genaue pathophysiologische Kennt-
nisse voraus; diese liegen bis dato nur unzureichend vor. Diese Arbeit befasst sich mit 
den pathophysiologischen Auswirkungen von oxidativem Stress auf die Infarktgröße und 
das neurologische Outcome nach Schlaganfall. Hierzu wurden neuronale und astrozytäre 
Gpx4-KO Tiere einer fMCAO unterzogen. Die Gpx4 ist das einzig bekannte Enzym das 
die Fähigkeit hat auch komplexe Lipide zu reduzieren (61, 67, 68). Vorversuche haben 
gezeigt, dass der globale Gpx4-KO sowohl embryonal als auch konditional-induzierbar 
letal ist (56, 57, 61). Wir konnten zeigen, dass die Expression der Gpx4 nach 24 h Reper-
fusion signifikant im Infarktgebiet ansteigt. Weiter konnten unsere Versuche belegen, dass 
der Verlust der astrozytären Gpx4 keinen Einfluss auf die Infarktgröße, die Hirnschwellung 
oder den Zelltod hat. Auch nicht unter Vitamin-E-Mangelfutter. Wir konnten zeigen, dass 
die essentiellen Funktionen der Astrozyten bei akutem Stress, trotz Gpx4-Verlust erhalten 
bleiben. Die Aktivierung der Astrozyten im Peri-Infarktbereich war mittels signifikant er-
höhter GFAP-Expression im Vergleich zur kontralateralen Kontrolle evident. Des Weiteren 
waren die Astrozyten weiterhin robuster als die Neuronen gegenüber Ischämie (Keine 
TUNEL-positiven Astrozyten bei KO-Tieren). Fast alle TUNEL-positiven Zellen waren 
Neurone, sodass auch die Resistenz der Astrozyten im Vergleich zu Neuronen trotz 
Gpx4-KO erhalten bleibt. Mikrogliazellen schienen vom astrozytären Gpx4-KO nicht be-
einflusst zu sein. Der neuronale Gpx4-KO hingegen beeinflusst zwar nicht das Infarktvo-
lumen jedoch das neurologische Outcome. Neuronale Gpx4-KO Tiere haben ein hochsig-
nifikant schlechteres neurologisches Outcome als ihre WT-Wurfgeschwister. Dies deutet 
auf eine noch erhaltene strukturelle Integrität der Neuronen hin, bei bereits geschädigter 
funktioneller Integrität. Die Ergebnisse dieser Dissertation deuten darauf hin, dass ROS 
in-vivo nicht rein schädliche Wirkungen haben, sondern in der Akutphase des Schlagan-
falls zum einem durch die in Gang gesetzten Stress-Adaptationsmechanismen oder auch 
durch die ggf. stattfindende Präkonditionierung durch den Gpx4-KO auch protektive Effek-
te haben könnten. Insbesondere die Rolle der Gpx4 als Feintuning-Enzym im Vergleich zu 
anderen antioxidativen Systemen der Zelle muss innerhalb der einzelnen Akteure der 
NVU untersucht werden sowohl im akuten als auch im chronischen Schlaganfallmodell. 
Der nächste wichtige Schritt wird deswegen die Auswirkung des Gpx4 Verlustes innerhalb 
der NVU in einem chronischen Schlaganfallmodell sein, welches kürzlich an unserem 
Institut etabliert wurde (152). 
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7 In a nutshell 
Effective therapy of ischemic stroke requires accurate pathophysiological knowledge. For 
stroke this is not fully available yet. This thesis focuses on the pathphysiological effects of 
oxidative stress on infarct size and the neurological outcome after stroke. For this pur-
pose, neuronal and astrocytic Gpx4-KO animals were subjected to fMCAO. Gpx4 is the 
only known enzyme that has the ability to reduce complex lipids (61, 67, 68). Previous 
experiments have shown, that the global Gpx4-KO is both embryonic and conditionally 
inducible lethal (56, 57, 61). We were able to show, that the expression of Gpx4 increases 
significantly in the infarct area after 24 h reperfusion time. Furthermore, our experiments 
indicate that the loss of astrocytic Gpx4 has no influence on infarct size, brain swelling or 
cell death, not even after a vitamin E deficient diet. We were able to prove that the essen-
tial functions of the astrocytes are maintained under acute stress despite Gpx4 loss. The 
reactive astrocytosis in the peri-infarct area was measured by significantly higher GFAP 
positive area stained compared to the contralateral side. Furthermore, astrocytes contin-
ued to be more robust than neurons to ischemia (no TUNEL-positive astrocytes in KO 
animals). Almost all TUNEL-positive cells were neurons, so that the resistance of astro-
cytes in comparison to neurons is maintained despite Gpx4-KO.  Microglia cells did not 
seem to be affected by the astrocytic Gpx4-KO. The neuronal Gpx4-KO, on the other 
hand, does not affect the infarct volume in the acute phase, but neurological outcome. 
Neuronal Gpx4-KO animals have a significantly worse neurological outcome than their 
WT littermates. This indicates that although structural integrity of the neurons is still main-
tained in the acute phase, functional integrity of neurons is damaged and therefore a lack 
of regeneration and recovery in the penumbra can be suggested. The results of this thesis 
suggest that ROS do not have purely harmful effects in vivo, but also protective ones in 
the acute phase of stroke due to the initiated stress-adaptation mechanisms or by the 
possible preconditioning due to the Gpx4-KO. In particular, the role of Gpx4 as a fine-
tuning enzyme in comparison to other antioxidant systems of the cell, must be investigat-
ed within the individual actors of the NVU, both in the acute and in the chronic stroke 
model. Therefore the next important step will be the examination of the Gpx4 loss within 
the NVU in a chronic stroke model, recently established at our institute (152). 
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 Abkürzungsverzeichnis 
a  Jahr 
A. Arteria/Arterie 
Abb.  Abbildung(en) 
ACC Arteria carotis communis 
ACE Arteria carotis externa 
ACI Arteria carotis interna 
ACM Arteria carotis media 
AF  Atemfrequenz 
AF AlexaFluor 488 
AK  Antikörper 
ast. astrozytär 
BHS Blut-Hirn-Schranke 
bp  Basenpaar(e) 
bpm Herz-Frequenz 
BSA  Bovines Serum Albumin 
ºC  Grad Celsius 
Ca2+  Kalzium 
cAMP   zyklisches Adenosinmono-
phosphat 
CAT/CATs  Katalase/(-n) 
CON  Kontrolle  
Cre Causes recombination  
d  Tag 
Da Dalton 
DAPI 4′,6-Diamidin-2-phenylindol 
ddH2O  zweifach distiliertes Wasser  
DNS  2’-Desoxyribonukleinsäure 
dNTP   3’-Desoxyribonukleosid-5’-
Triphosphat 
dUTP Desoxyuridin-Triphosphat 
EDTA  Ethylen-Diamin-Tetra-Azetat  
fl  flankiert von loxP-Stelle 
fMCAO  Filament Okklusion der MCA 
g  Gramm 
g Erdbeschleunigung (G-Zahl) 
GFAP  glial fibrillary acid protein  
GLAST  astrozytenspezifischer Glu-
matrezeptor 
Gpx4  Glutathionperoxidase 4 (Pro-
tein) 
Gpx4 Glutathionperoxidase 4 (Gen) 
Gpx4AstKO  Astrozytäre Glutathionperoxi-
dase 4 Knock-out Tiere  
Gpx4AstWT  Astrozytäre Glutathionperoxi-
dase 4 Wildtyp Tiere 
Gpx4NeuKO  Neuronale Glutathionperoxi-
dase 4 Knock-out Tiere 
Gpx4NeuWT  Neuronale Glutathionperoxi-
dase 4 Wildtyp Tiere 
h  Stunde(n) 
HCl  Salzsäure 
HRP  Horse reddish peroxidase  
HSP90 Hitzeschockprotein 90 
Hz Hertz (1/sec) 
ICP Intrakranieller Druck 
i. p.  intraperitoneal 
Iba1  Ionized calcium binding adap-
tor molecule 1 
IF  Immunfluoreszenz 
ISD   Institute für Schlaganfall und 
Demenzforschung 
k  kilo 
K knock-out 
KCl  Kaliumchlorid 
KG  Körpergewicht 
l  Liter 
LBD Liganden-Bindungs-Domäne 
LD/LD-Sonde  Laser-Doppler-Fluxmetrie 
loxP Stelle  locus of crossingover P1 pha-
ge 
μ  mikro (10-6) 
m  milli (10-3) 
M  molar (Mol pro Liter) 
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M. Musculus/Muskel 
Map2 Microtubule associated protein 




min  Minute(n) 
N. Nervus/Nerv 
NaCl  Natriumchlorid, Kochsalz 
neu. Neuron/neuronal 
NeuN  Neuron specific nuclear pro-
tein 
NVU Neurovaskuläre Einheit 
OP  Operation 
p. a.  per analysi 
p. o. per os (Verabreichung oral) 
PBS  Phosphate Buffered Saline 
PCR  Polymerase Chain Reaction 
PFA  Paraformaldehyd 
pH  potentia hydrogenii 
prim. Primär 
R2  Bestimmtheitsmaß (Gütemaß 
der linearen Regression) 
rCBF  regionale zerebrale Durchblu-
tung 
Re(t) Reperfusionszeit 
ROI  Region of Interest / Auswer-
tebereich 
RT  Raumtemperatur 
s. c.  subcutan 
SDS-PAGE   Sodium-Dodecyl-Sulfat-
Polyacrylamid-Gel-
Elektrophorese 
sec  Sekunde(n) 
sek. Sekundär 
SEM  Standardfehler des Mittelwerts 
SOD/SODs  Superoxiddismutase/(-n) 
Tab.  Tabelle 
TAE  Tris-Acetat-EDTA 
Taq-Polymerase Polymerase aus Thermophilus 
aquaticus (hitzebeständig) 
TE  Tris-EDTA-Puffer 
Tris   α, α, α,-Tris-(hydroxymethyl) 
methylamin 
TrxR Thioredoxinreduktase 
U   Unit(s), Einheit enzymatischer 
Aktivität 
UTP  Uridin-5’-Triphosphat 
V  Volt 
V. Vena/Vene 
v/v  Volumenprozent 
w/v  Gewichtsprozent 
WB  Western Blot 
WT  Wildtyp 
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